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“ Nearly all scientific research leads nowhere – or, if it does lead somewhere, 
not in the direction it started off.” 
Peter Medawar, Prix Nobel de physiologie/médecine en 1960.
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INTRODUCTION 
I- Métabolisme du fer chez les mammifères 
1. Généralités 
Quatrième élément le plus abondant de la croûte terrestre, le fer est au 
cœur de notre vie quotidienne, faisant partie d’un grand nombre d’objets 
qui nous entourent. Ce métal est surtout un élément indispensable à la 
vie : depuis les organismes unicellulaires jusqu’aux eucaryotes 
complexes, chaque cellule contient des atomes de fer. Il est impliqué dans de nombreux 
mécanismes au sein de cette dernière. Par exemple, il entre dans la composition des 
clusters Fer-Soufre (Fe-S) présents dans des enzymes de synthèse de l’ADN, ou encore 
participe aux échanges d’ions dans la chaîne respiratoire de la membrane mitochondriale. 
Chez les vertébrés, toutefois, le rôle principal du fer est l’oxygénation de l’organisme : en 
effet, la fixation de l’oxygène transporté par les globules rouges ne serait pas possible sans 
le fer situé au sein des molécules d’hémoglobine. 
Dans l’organisme, le fer existe essentiellement sous deux états : le fer ferreux Fe2+, soluble, 
et le fer ferrique Fe3+, insoluble. Ce métal est indispensable, mais en excès, il peut se révéler 
toxique. L’accumulation de fer ferreux intracellulaire génère la formation de radicaux libres 
par la réaction de Fenton (Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH¯  + ˙OH). Ces radicaux hydroxyles sont 
hautement oxydants ; ils vont réagir avec les protéines, l’ADN, et surtout les lipides, et 
causer d’importants dommages cellulaires.  
Le corps humain adulte contient entre trois et cinq grammes de fer. Les deux tiers de cette 
quantité se trouvent dans les précurseurs érythroïdes et les globules rouges matures 
(environ 1800 milligrammes sur la totalité du fer de l’organisme). Les autres compartiments 
principaux contenant du fer sont le foie (1000 milligrammes), les macrophages (600 
milligrammes), la moelle osseuse et les muscles (300 milligrammes chacun), et le plasma, 
sous forme de fer lié à la transferrine, la protéine de transport du fer dans la circulation (3 
milligrammes) (figure 1). 
Le fer alimentaire est la seule source d’entrée du fer dans l’organisme. Un à deux 
milligrammes de fer du bol alimentaire sont absorbés chaque jour au niveau de l’intestin. Cet 
apport compense seulement les pertes de fer quotidiennes, dues aux hémorragies, à la 
desquamation des cellules du tractus intestinal et urinaire, et des cellules de la peau. Le 
corps humain a pourtant des besoins en fer plus importants : le mécanisme le plus 
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consommateur est l’érythropoïèse, qui nécessite chaque jour vingt à vingt-cinq milligrammes 
de fer pour produire deux cents milliards de globules rouges. L’apport alimentaire étant 
largement insuffisant, cette demande est couverte par le recyclage du fer des globules 
rouges sénescents ou abîmés. 
Les macrophages, les cellules « éboueuses » de l’organisme, captent les globules rouges en 
fin de vie, et récupèrent le fer de l’hémoglobine. Ce fer recyclé est alors remis à disposition 
de la moelle osseuse pour la synthèse de nouveaux globules rouges (figure 1). 
 
En conditions physiologiques, les voies d’élimination du fer en excès sont quasiment 
négligeables. Il est donc très important de réguler finement entrée et mobilisation du fer au 
sein de l’organisme. Pour ce faire, de nombreux mécanismes et acteurs existent : parmi eux, 
une hormone synthétisée par le foie, l’hepcidine. Le laboratoire où j’ai effectué ma thèse a 
mis en évidence le rôle de l’hepcidine dans le métabolisme du fer et s’intéresse 
particulièrement à son expression. C’est dans le cadre de ce programme de recherche que 
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j’ai étudié l’un des régulateurs de l’hepcidine, une protéase hépatique appelée Matriptase-2 
(MT2). 
2. Erythropoïèse et paramètres hématologiques 
2.1 Erythropoïèse 
La majorité du fer de l’organisme se trouve dans les globules rouges ; le mécanisme le plus 
consommateur de fer est ainsi la fabrication de nouveaux globules rouges, ou érythropoïèse 
(figure 2).  
 
Les globules rouges matures sont formés à partir de cellules souches hématopoïétiques 
(CSH), situées dans la moelle osseuse. Les CSH sont des cellules pluripotentes capables de 
s’auto-renouveler, mais aussi de se différencier en tous les types cellulaires du sang. Le 
choix de la lignée dans laquelle les CSH s’engagent dépend de signaux et facteurs de 
croissance reçus par la moelle osseuse. La très connue érythropoïétine (EPO), parmi 
d’autres facteurs, influence les CSH pour devenir des globules rouges. 
La différenciation érythroïde commence par la transformation d’un CSH en progéniteur 
myéloïde, commun aux globules rouges et aux plaquettes. Ce progéniteur, après une autre 
étape, devient un progéniteur érythroïde précoce (BFU-E, ou Burst Forming Unit Erythroid). 
Ce n’est qu’à partir du stade BFU-E que les cellules sont engagées de manière irréversible 
dans la voie de différentiation des globules rouges.  
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Les CFU-E (Colony Forming Unit Erythroid) sont des progéniteurs plus matures. Ils se 
différencient en proérythroblastes, puis en érythroblastes. A ce stade, la taille des cellules et 
de leurs noyaux diminuent, la quantité d’hémoglobine intracellulaire augmente, et les ARN 
sont éliminés. Le noyau est expulsé, les cellules passent au stade réticulocytes. Elles 
quittent alors la moelle osseuse pour la circulation sanguine, où chaque réticulocyte 
maturera finalement en globule rouge en deux à trois jours. 
L’hémoglobinisation au cours de la différentiation a lieu entre les stades CFU-E et 
érythroblaste. Pour capter le fer nécessaire à la fabrication de l’hémoglobine, ces cellules 
expriment une grande quantité de récepteur à la transferrine à leur surface. Le fer absorbé 
est principalement adressé à la mitochondrie pour la synthèse de l’hème (voir I-6.2.1, 
Synthèse d’hème).  
 
2.2 Formule sanguine et paramètres hématologiques 
L’érythropoïèse dépend de façon importante de la disponibilité du fer. En effet, en cas de 
déficience en fer, les globules rouges produits sont plus petits (on parle de microcytose si le 
volume moyen des globules rouges est inférieur à quatre-vingt femtolitres) et le taux 
d’hémoglobine qu’ils contiennent diminue : on est alors en situation d’anémie. 
Les paramètres sanguins observés lors d’une simple prise de sang peuvent être révélateurs 
de perturbations de l’érythropoïèse et de la disponibilité du fer. Habituellement sont mesurés 
le nombre de globules rouges, le taux d’hémoglobine et l’hématocrite, le volume globulaire 
moyen (VGM), la contenance corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH, 
correspondant à la valeur d’hémoglobine rapportée à l’hématocrite) et la teneur 
corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH, correspondant à la valeur d’hémoglobine 
rapportée au nombre de globules rouges). Les valeurs moyennes pour l’homme et la femme 
adulte, et la souris adulte, sont indiquées en table 1. 
Outre les paramètres des globules rouges, le fer plasmatique libre et la saturation de la 
transferrine peuvent être mesurés, et sont directement représentatifs de la quantité de fer 
absorbée et recyclée. 
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Homme: 13-17 g/dL 
Femme: 12-16 g/dL Hémoglobine 
Souris: 14-18 g/dL 
Homme: 4,5-6.109/L 
Femme: 4-5,4.109/L Nombre de globules rouges 
Souris: 6-11.10109/L 
Homme: 40-54 % 
Femme: 36-47 % Hématocrite 
Souris: 35-45 % 
Humain: 82-98 fL Volume globulaire moyen (VGM) 
Souris: 35-50 fL 
Humain: 320-360 g/L Concentration corpusculaire moyenne en 
hémoglobine (CCMH) Souris: 240-400 g/L 
Humain: 27-32 pg Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine 
(TCMH) Souris: 13-22 pg 
Humain: 8-30 µM Fer plasmatique 
Souris:11-22 µM 
Humain: 20-40 % Saturation de la transferrine 
Souris: 30-40 % 
  
Table 1: Valeurs hématologiques moyennes normales pour l'homme, la femme et la 
souris adulte. 
 
3. Absorption intestinale du fer 
L’intestin grêle est divisé en trois parties : le duodénum, la partie la plus proximale, le 
jujénum, la partie intermédiaire, et l’iléon, la partie distale. L’absorption intestinale du fer a 
lieu principalement au niveau du duodénum. La structure de cet organe est très particulière, 
optimisée pour l’absorption des nutriments : la lumière du duodénum est tapissée de 
villosités, qui augmentent fortement la surface d’absorption. Chaque villosité prolonge une 
crypte, dans laquelle sont logées les cellules-souches intestinales qui prolifèrent pour donner 
les entérocytes (figure 3). Les entérocytes sont repoussés depuis la crypte vers l’apex de la 
villosité. Une fois au sommet, les entérocytes sénescents tombent dans la lumière 
intestinale. 
Les entérocytes matures sont des cellules spécialisées, orientées avec un pôle apical dirigé 
vers la lumière intestinale, et un pôle baso-latéral dirigé vers la circulation sanguine. A la 
surface des cellules, les pôles sont délimités par les jonctions adhérentes qui unissent les 
entérocytes, rendant le tissu totalement étanche. Le pôle basal des entérocytes est organisé 
en micro-villosités. Dans l’alimentation occidentale, le bol alimentaire quotidien contient dix à 
vingt milligrammes de fer ; toutefois, seulement un à deux milligrammes sont captés au 
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niveau des villosités intestinales. L’absorption a lieu au niveau du pôle apical des 
entérocytes, tandis que l’export dans la circulation sanguine s’effectue au pôle baso-latéral. 
 
 
3.1 Absorption au pôle apical 
Le fer alimentaire existe sous deux formes : héminique (principalement les sources 
animales) et non héminique (principalement les sources végétales). 
3.1.1 Le fer héminique  
Le fer héminique correspond à un atome de fer chélaté au sein d’un groupement 
prosthétique de type hème (figure 4). Ces groupements sont retrouvés au sein de 
nombreuses protéines, dont les plus connues sont l’hémoglobine et la myoglobine. Environ 
25% du fer héminique alimentaire est absorbé au niveau de l’intestin. L’hème est capté au 
pôle apical par la protéine HCP1 (Heme Carrier Protein1) [1] [2], un transporteur à la fois de 
l’hème et des folates [3] [4], très conservée entre les espèces. Une fois l’hème à l’intérieur de 
la cellule, l’hème-oxygénase 1 (HO-1) le catabolise pour donner du fer ferreux Fe2+ qui est 
adressé à la membrane baso-latérale [5] (figure 5). 
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3.1.2 Le fer non-héminique  
Le fer non-héminique se présente au pôle apical de l’entérocyte sous forme Fe3+ insoluble. 
Le fer ferrique Fe3+ doit avant tout subir une réduction en fer ferreux Fe2+ par la ferriréductase 
DCYTB (Duodenal Cytochrome b) [6] pour pouvoir être absorbé (figure 5). Bien qu’il soit 
majoritaire dans le bol alimentaire (il représente 90% du fer alimentaire), sa biodisponibilité 
alimentaire est inférieure à 5% et peut être modifiée par des éléments du repas. Depuis 
longtemps, il a été montré que cette réduction pouvait être favorisée par un environnement 
acide dans le duodénum : les acides du bol alimentaire (acide citrique, acide ascorbique…) 
et les sécrétions gastriques favorisent donc son absorption. A l’inverse, certains composants 
(phosphates, tannins du vin, café ou thé, phytates du riz) forment des complexes insolubles 
avec Fe3+ et vont diminuer sa réduction et son absorption. 
La réduction en fer Fe2+ est nécessaire pour la prise en charge du fer par le transporteur 
DMT1 (Divalent Metal Transporter 1), membre de la famille des protéines NRAMP (Natural 
resistance-associated macrophage protein) (figure 5). DMT1, identifié en 1997, peut aussi 
transporter d’autres métaux divalents, comme le zinc, le cobalt, le cuivre ou le nickel [7]. Le 
Fe2+ intracellulaire issu du fer non-héminique est ensuite adressé à la membrane baso-
latérale. 
Une partie du fer intracellulaire sera utilisée directement par l’entérocyte pour ses propres 
besoins. Le reste est adressé à la membrane baso-latérale, ou peut se lier à la ferritine (voir 
I-6.1, Compartiments de stockage du fer). 
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3.2 Mutations observées pour Dcytb et Dmt1 
Gunshin et al. [8] ont montré que la délétion de Dcytb n’empêche pas une entrée du fer dans 
les entérocytes. La réduction de Fe3+ avant la prise en charge par Dmt1 a donc lieu, 
montrant qu’il existe des mécanismes de substitution pour la réduction du fer ferrique au pôle 
apical des entérocytes. 
Les rats Belgrade [9] et les souris mk [10] présentent une anémie microcytaire, due à une 
mutation faux-sens G185R dans Dmt1. Cette mutation cause une diminution de l’absorption 
du fer par les entérocytes, confirmant le rôle crucial de ce transporteur à ce niveau.  
L’expression de Dmt1 n’est pas limitée au duodénum : il est aussi trouvé dans les 
hépatocytes, les macrophages et à la surface du placenta. Dmt1 n’est toutefois pas 
indispensable à l’entrée du fer dans les hépatocytes ou au niveau du placenta [11] [12], 
puisque les souris Dmt1-/- ont une charge en fer totale et hépatique normales à la 
naissance. Il y a bien transfert de fer par le placenta et stockage dans le foie même en 
absence de ce transporteur. 
 
3.3 Export du fer à la membrane baso-latérale 
A ce jour, un seul exporteur du fer a été identifié chez les mammifères : la ferroportine 
(FPN). Cette protéine est exprimée principalement à la surface baso-latérale des cellules 
épithéliales polarisées, comme les entérocytes [13] (figure 5), ainsi qu’à la surface des 
macrophages dans la rate, des cellules de Kupffer dans le foie, dans les reins et dans le 
cœur [14]. Chez la souris, durant la grossesse, la ferroportine est aussi retrouvée au niveau 
du placenta et à la surface des muscles et du système nerveux de l’embryon. Plus 
récemment, il a aussi été montré que la ferroportine est exprimée dans plusieurs types de 
cellules cancéreuses (pour revue, voir [15]). 
Après export du fer des entérocytes par la ferroportine, le fer ferreux Fe2+ est oxydé par une 
ferroxidase, l’héphaestine (figure 5). Cette oxydase transmembranaire est exprimée très 
majoritairement dans les villosités [16], mais pas dans la crypte. Elle nécessite un atome de 
cuivre dans sa structure pour oxyder le Fe2+. L’oxydation du Fe2+ en Fe3+ est nécessaire pour 
la prise en charge du fer ferrique par la transferrine (Tf), le transporteur du fer dans la 
circulation. 
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3.4 Mutations de Fpn et Heph 
Etant l’unique exporteur, la quantité de ferroportine exprimée est cruciale pour la mise à 
disposition du fer stocké dans les cellules. En effet, les souris Fpn-/- meurent durant le 
développement embryonnaire ; les souris hétérozygotes Fpn+/- ont un VGM et une CCMH 
inférieurs à ceux d’une souris contrôle, un taux de fer hépatique bas et une surcharge en fer 
dans les macrophages de la rate [17]. Le fer alimentaire ne passe pas la barrière intestinale, 
et le fer recyclé reste bloqué dans les macrophages. Ce modèle montre qu’il n’existe pas de 
facteur pouvant compenser la perte de la ferroportine.  
De même, Zohn et al. [18] ont généré un modèle murin appelé flatiron (ffe) muté dans le 
gène Fpn : la mutation faux-sens H32R affecte l’adressage de la ferroportine à la membrane 
des cellules, ce qui diminue l’export de fer. L’homozygotie pour cette mutation est létale à 
l’état embryonnaire. Les hétérozygotes ffe/+ sont viables, mais ont une accumulation de fer 
dans les cellules de Kupffer, et une saturation de la transferrine basse. Le fer n’est donc pas 
exporté correctement. 
Chez les souris sla (Sex Linked Anemia), le gène de l’héphaestine est délété des exons 10 
et 11 [16]. Cette délétion diminue l’activité de l’héphaestine : le fer est bloqué dans les 
entérocytes, et perdu lors de leur exfoliation. L’export diminué de fer cause l’anémie 
microcytaire de ces souris. 
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4. Transport du fer dans la circulation sanguine 
A cause de sa toxicité et de son insolubilité, le fer Fe3+ ne circule quasiment pas librement 
dans le sang. Lorsqu’il est exporté des entérocytes ou des macrophages, il est pris en 
charge par la transferrine (Tf), une protéine synthétisée et sécrétée par le foie. Ce 
transporteur a une très forte affinité pour le fer, et peut en fixer jusqu’à deux atomes par 
molécule : on parle d’holotransferrine lorsqu’elle contient du fer, par opposition à 
l’apotransferrine lorsqu’elle n’est pas chargée.  
Le récepteur majoritaire pour la transferrine, TfR1 (Transferrine Receptor 1), est exprimé de 
façon ubiquitaire [19] et présent à la membrane sous forme de dimères (figure 6). A la 
surface de la cellule, le pH de 7,4 laisse TfR1 fixer seulement l’holotransferrine plasmatique, 
avec une forte affinité ; à l’inverse, l’apotransferrine n’est pas reconnue par TfR1, ce qui 
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empêche une compétition entre les deux formes de transferrine, l’apotransferrine étant 
majoritaire dans la circulation sanguine. Le complexe est internalisé dans un endosome 
recouvert de clathrine [20]. Le pH de la vésicule diminue jusqu’à environ 5.6 (selon le type 
cellulaire), ce qui permet le détachement des atomes Fe3+ de la transferrine (figure 6). Au 
niveau des précurseurs érythroïdes, le Fe3+ est réduit par la ferriréductase STEAP3 (six 
transmembrane epithelial antigen of the prostate 3) [21], et les atomes Fe2+ résultants sont 
exportés hors des vésicules par DMT1 (figure 6), présent lui aussi à la surface des 
endosomes. Dans les macrophages et hépatocytes, le fer Fe3+ libéré doit aussi être réduit 
pour passer par DMT1, mais il n’a pas encore été montré si STEAP3 joue aussi ce rôle dans 
ces types cellulaires. 
 
TfR1, toujours lié à la transferrine dépourvue de fer, est ré-adressé à la membrane cellulaire 
et recyclé. La transferrine est, elle aussi, recyclée en étant libérée dans la circulation 
sanguine (figure 6) ; elle peut ainsi être réutilisée plusieurs centaines de fois [22]. Il existe 
aussi une forme soluble de TfR1, détectée dans le sérum. TfR1 soluble est corrélé 
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positivement à la saturation de la transferrine, et est ainsi un indicateur du fer disponible pour 
l’érythropoïèse [23]. Son rôle reste toutefois mal connu. 
Les souris TfR1-/- meurent durant le développement embryonnaire, à cause d’une anémie 
sévère [24]. On peut supposer que durant le développement embryonnaire, d’autres 
mécanismes ne nécessitant pas TfR1 permettent l’entrée de fer dans les cellules, mais qu’ils 
ne sont pas suffisants pour compenser l’absence totale de ce récepteur. TfR1 est donc la 
porte d’entrée principale du fer pour de très nombreux tissus : c’est notamment le récepteur 
exprimé à la surface des cellules en différentiation lors de l’érythropoïèse. 
Une faible fraction du fer contenu dans la circulation, non-héminique et non ferritinémique, 
est trouvée sous forme non liée à la transferrine (NTBI : Non Ttranferrin-Bound Iron) (pour 
revue, voir [25]). Sa forme exacte (Fe2+ ou Fe3+) ainsi que les transporteurs qui le prennent 
en charge pour éviter sa toxicité restent à déterminer, bien qu’il ait été suggéré que 
l’albumine soit capable d’assurer ce rôle. 
 
5. Recyclage du fer des globules rouges par les macrophages 
Les macrophages appartiennent à la famille des phagocytes mononuclées, issus des 
monoblastes de la moelle osseuse. Ils sont retrouvés dans presque tous les tissus. Pour 
assurer l’homéostasie du fer, ils récupèrent et dégradent les érythrocytes sénescents pour 
en recycler le métal (figure 1). 
 Ce mécanisme de recyclage est indispensable, car 95% du fer nécessaire à l’érythropoïèse 
est fourni par les macrophages. La phagocytose des globules rouges par ces cellules, ou 
érythrophagocytose, est effectuée principalement par ceux de la rate. Toutefois, il a été 
montré que d’autres macrophages (foie et moelle osseuse) pouvaient compenser l’absence 
des macrophages spléniques en cas d’ablation de la rate chez la souris et l’Homme [26].  
5.1 Acquisition du fer par les macrophages 
Il existe quatre sources d’apport de fer dans le macrophage (figure 7). 
-L’érythrophagocytose : c’est la source majeure d’apport de fer [27]. Les globules rouges 
sénescents présentent à leur surface des signaux de reconnaissance: l’expression 
d’opsonines, de calréticuline, ou l’externalisation des résidus phosphatidylsérine  (pour 
revue, voir [28]). Les récepteurs correspondants présents à la surface des macrophages 
reconnaissent ces signaux de sénescence. Les globules rouges sont alors internalisés au 
sein d’un phagosome, dégradés, et leurs molécules d’hème sont isolées pour être envoyées 
dans le cytosol des macrophages. 
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-Complexe hémoglobine-haptoglobine (Hb-Hp) : 10 à 20% des globules rouges sont 
hémolysés directement dans la circulation sanguine. L’hémoglobine libérée dans la 
circulation est toxique car elle participe à la formation de radicaux libres. Pour la neutraliser, 
l’hémoglobine est captée et se fixe à l’haptoglobine (Hp), une protéine synthétisée par le 
foie. Ce complexe Hémoglobine-Haptoglobine (Hb-Hp) est reconnu par le récepteur à 
l’haptoglobine (CD163), exprimé par les macrophages, et internalisé [29]. Le complexe est 
dégradé, l’hème de l’hémoglobine est isolé et envoyé dans le cytosol. 
-Complexe hème-hémopexine (Hème-Hpx) : lorsque l’hémolyse vasculaire est trop 
importante et que les capacités de l’haptoglobine sont débordées, l’hémoglobine peut se 
dissocier dans la circulation. L’hème obtenu est fixé par l’hémopexine (Hpx), une 
glycoprotéine plasmatique sécrétée par le foie. Le complexe Hème-Hémopexine possède lui 
aussi un récepteur à la surface des macrophages (CDC91), permettant l’internalisation du 
complexe et la récupération de l’hème [30]. 
-Complexe transferrine-TfR1 : les macrophages expriment aussi TfR1 à leur membrane [31], 
et peuvent donc capter la transferrine circulante. Comme pour tous les autres types 
cellulaires, le complexe TfR1-holotransferrine est endocytosé ; DMT1 est retrouvé à la 
surface des vésicules d’endocytose. Le complexe TfR1-holotransferrine est dissocié, le fer 
se détache de la transferrine, et est exporté dans le cytosol par DMT1. 
 
5.2 Devenir du fer macrophagique 
L’hème cytosolique issu de l’érythrophagocytose, ou de l’endocytose des complexes Hb-Hp 
et Hème-Hpx, est pris en charge et catabolisé par HO-1 [32] (figure 7).  
Le fer cytosolique obtenu par la dégradation de l’hème ou par le complexe TfR1-Tf peut être 
utilisé de différentes manières : comme dans l’entérocyte, il peut être utilisé pour les propres 
besoins de la cellule, ou exporté dans la circulation via la ferroportine. Dans ce cas, le Fe2+ 
exporté est réduit par la céruloplasmine [33], une oxydase de la même famille que 
l’héphaestine, puis pris en charge par la transferrine (figure 7). Le fer qui n’est ni utilisé ni 
exporté est stocké de manière temporaire, lié à la ferritine (voir I-6.1, Compartiments de 
stockage du fer). Ces stocks font des macrophages une source de fer facilement mobilisable 
selon les besoins de l’organisme. 
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6. Distribution et utilisation du fer 
6.1 Compartiments de stockage physiologiques 
Le fer absorbé ou recyclé n’est pas systématiquement utilisé tout de suite par l’organisme. Il 
peut rester dans les entérocytes sans passer dans la circulation. Le fer recyclé est gardé 
temporairement par les hépatocytes, les cellules de stockage à long terme, ou par les 
macrophages: dans ces derniers, il est facilement mobilisable en cas de carence ou lors 
d’une érythropoïèse accrue. 
Le fer contenu dans ces cellules est séparé en trois catégories : 
-le pool de fer fonctionnel, qui entre dans la composition de différents composés cellulaires 
(cytochromes, hèmo-protéines, clusters Fe-S…). Il permet d’assurer le fonctionnement de 
différentes voies métaboliques, et n’est donc pas mobilisable en cas de besoin systémique. 
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Outre les hépatocytes et les macrophages, ce pool de fer est présent dans toutes les cellules 
de l’organisme. 
-le LIP (Labile Iron Pool), fer non lié : il correspond à un état transitoire du Fe2+, entre son 
entrée dans la cellule et son export ou son stockage. C’est le fer le plus potentiellement 
toxique, car son excès favorise la formation de radicaux libres [34]. Plusieurs mécanismes 
de la cellule sont organisés pour laisser le métal dans cet état le moins longtemps possible. 
-le fer « stocké » : la protéine de stockage majoritaire, dans les hépatocytes ou 
macrophages, est la ferritine [35]. C’est une protéine cytosolique, composée de vingt-quatre 
sous-unités H (Heavy ou chaîne lourde), ou L (Light ou chaîne légère). Ces chaînes sont 
assemblées en proportion variable selon le type cellulaire, et remplissent des rôles différents. 
La ferritine H possède une activité ferroxidase et utilise un électron de H2O2 pour oxyder le 
Fe2+ en Fe3+, tandis que la ferritine L permet le stockage de fer [36]. Les souris déficientes en 
sous-unité H ne sont pas viables et meurent à l’état embryonnaire, entre 3,5 et 9,5 jours de 
développement [37] [38] : la sous-unité L ne peut donc pas compenser l’absence de la sous-
unité H. Chaque molécule de ferritine peut stocker jusqu’à 4500 atomes de fer ; en cas de 
mobilisation, la libération du fer nécessite la dégradation de la ferritine [39]. La synthèse de 
ferritine nécessaire à la cellule dépend du fer intracellulaire, grâce au système adaptatif 
appelé IRE/IRP (voir II-1.1, Système IRE-IRP). A forte concentration, la ferritine chargée en 
fer peut être incorporée dans des lysosomes et cristalliser. Cela conduit à la formation 
d’hémosidérine, qui correspond à des agglomérats de protéines, fer et produits de 
dégradation membranaire. Cette forme de fer n’est pas facilement mobilisable, et est révélée 
par la coloration de Perls. 
Le fer dans la circulation sanguine représente aussi un stock modeste, mais très rapidement 
disponible. Il est essentiellement lié à la transferrine ; bien qu’environ 80% de ce stock de fer 
soit adressé quotidiennement à la moelle osseuse, les 20% restant permettent de répondre à 
la demande en fer de l’ensemble des autres tissus. La ferritine chargée en fer peut aussi être 
retrouvée dans la circulation (pour revue, voir [40]), et est un indicateur physiologique de la 
charge en fer de l’organisme. 
 
6.2 Utilisation du fer 
6.2.1 Synthèse d’hème 
La formation de l’hème s’effectue en plusieurs étapes, au niveau de l’hépatocyte ou de 
l’érythroblaste. Les enzymes impliqués dans la formation de l’hème sont répartis entre 
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cytoplasme et mitochondrie (figure 8). La dernière étape de la formation de l’hème 
correspond à l’incorporation d’un atome de Fe2+ dans la molécule de protoporphyrrine 
formée. Pour ce faire, il est nécessaire que du fer soit apporté à la mitochondrie. Cette 
entrée serait faite par translocation directe du fer libre dans les endosomes contenant le 
complexe TfR1-transferrine dissocié [41]. 
Dans les hépatocytes, un rétro-contrôle négatif de l’hème sur l’ALAS (acide δ-
aminolévulinique synthétase), l’un des premiers enzymes impliqué dans la formation de 
l’hème, a été mis en évidence (pour revue voir [42]) (figure 8). Cette régulation semble 
beaucoup moins efficace dans les érythroblastes [43]. L’isoforme érythroïde de l’ALAS (e-
ALAS) est plutôt régulée grâce à un IRE en 5’ UTR (untranslated region) (voir II-1.1, Le 
système IRE-IRP) [44]. 
Les porphyries sont des maladies génétiques héréditaires dues à des mutations dans les 
gènes des enzymes de formation de l’hème. Ces mutations causent une accumulation et 
une excrétion importante de porphyrines, les précurseurs de l’hème, sans obtenir l’hème 
final.  
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6.2.2 Formation d’hémoglobine et de myoglobine 
Ces deux molécules ont pour élément de base la globine. Il existe différentes formes de 
globines, spécifiques à l’âge et au développement. Chaque chaîne de globine possède un 
cœur hydrophobe dans lequel vient se loger la molécule d’hème. 
L’hémoglobine est un produit résultant de l’association de quatre chaînes de globine, 
identiques deux à deux. Les associations vont varier selon le stade de développement. Il 
existe différents formes d’hémoglobine à l’état embryonnaire et une forme d’hémoglobine 
fœtale. Un an après la naissance, l’hémoglobine majoritaire est un polymère de deux 
chaînes α et deux chaînes β (hémoglobine α2β2 ou Hb A), et la forme minoritaire est un 
polymère de chaînes α et δ (α2δ2 ou Hb A2). La synthèse des chaînes de globine est 
directement régulée par l’hème, capable d’activer l’expression des gènes codant pour les 
globines [45] [46]. La principale fonction de l’hémoglobine est le transport de l’oxygène dans 
les érythrocytes. La fixation de l’’oxygène à l’hémoglobine est donc facilement réversible 
pour libérer le gaz dans les tissus. 
La myoglobine, plus spécialisée, est le principal transporteur d’oxygène dans le muscle. 
Contrairement à l’hémoglobine, elle n’est composée que d’une seule globine, et de fait d’une 
seule molécule d’hème.  
 
6.2.3 Hémoprotéines et clusters Fer-Soufre 
L’hème n’est pas utilisé uniquement par la globine. Il entre aussi dans la structure d’un grand 
nombre d’enzymes et de cytochromes, notamment ceux de la chaîne respiratoire au niveau 
de la mitochondrie, la catalase et la peroxydase. 
Les clusters Fer-Soufre (Fe-S) sont des groupements prosthétiques incorporés dans des 
protéines impliquées dans de nombreux mécanismes. Comme l’hème, ces centres sont 
retrouvés dans certains cytochromes, dans un grand nombre d’enzymes de la chaîne 
respiratoire mitochondriale, mais aussi dans des protéines d’activités enzymatiques 
(aconitase, nitrogenase) ou de régulation d’expression des gènes.  
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II- Régulation du métabolisme du fer 
Afin de réguler finement les apports et utilisation du fer dans l’organisme, il est nécessaire à 
la fois de limiter la synthèse des différentes protéines transportant ou stockant le fer au 
niveau des différents types cellulaires concernés, mais aussi de limiter l’entrée et le 
recyclage du fer à un niveau plus global. C’est pourquoi il existe différents mécanismes 
répondant à la charge et aux besoins en fer des cellules au niveau local, mais aussi au 
niveau de l’organisme dans son intégralité, avec des mécanismes systémiques. 
1. Régulation intracellulaire 
1.1 Le système IRE-IRP 
Les protéines IRP1 et IRP2 (IRE Binding Protein) sont capables de se lier sur des 
séquences d’ARNm appelées IRE (Iron Responsive Element), situées dans les parties 5’ 
UTR ou 3’ UTR. La liaison d’une IRP à un IRE en 5’ empêche la traduction de cet ARN, donc 
diminue l’expression du facteur correspondant. La fixation d’une IRP à un IRE en 3’ stabilise 
l’ARNm en le protégeant des ribonucléases intracellulaires, et augmente son expression 
(pour revue, voir [44]). Ces protéines IRP ont pour but d’adapter à la charge en fer 
l’expression de facteurs régulant l’absorption, le stockage et l’utilisation du fer présent dans 
la cellule. 
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En absence de fer, les protéines IRP se lient aux séquences-cibles IRE ; cette capacité de 
liaison à l’ARNm est perdue lorsque la protéine IRP1 intègre des atomes de fer dans un 
cluster Fe-S présent au sein de sa structure. Pour IRP2, la présence de fer active la ligase 
FBXL5 qui provoque l’ubiquitination et la dégradation de IRP2 [47] [48] (figure 9). 
Le fer intracellulaire est donc impliqué directement dans un système de régulation des 
activités de liaison des IRP sur les ARNm cibles : parmi ces derniers, on trouve la ferritine, 
TfR1, la ferroportine ou encore DMT1. 
 
1.2 Les mécanismes IRE-IRP indépendants 
1.2.1 Les facteurs HIF 
Les facteurs HIF (Hypoxia Inducible Factor) sont des facteurs de transcription actifs sous 
forme de dimère HIF-α/HIF-β. Leur niveau d’expression est régulé par l’oxygénation de la 
cellule. En conditions normoxiques, HIF-α, la sous-unité régulatrice, est hydroxylée par la 
prolyl-hydroxylase PHD, ce qui entraîne la dégradation de HIF-α par le protéasome. La sous-
unité HIF-β est constitutivement exprimée et transloquée dans le noyau. En conditions 
hypoxiques, la PHD est inhibée, HIF-α est stabilisé, s’accumule dans la cellule et transloque 
à son tour dans le noyau. HIF-α interagit avec HIF-β, et le complexe ainsi formé régule ses 
gènes cibles en se fixant aux HRE (Hypoxia Responsive Element) présents dans leurs 
promoteurs (figure 10). 
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Il existe trois sous-unités régulatrices HIF-α : HIF1, HIF2 et HIF3. Les deux plus étudiées, 
HIF-1α et HIF-2α, sont exprimées différemment : HIF-1α est ubiquitaire, alors que 
l’expression de HIF-2α est restreinte à certains tissus, principalement le duodénum, le rein et 
le poumon. Transport d’oxygène, érythropoïèse et métabolisme du fer sont fortement liés: en 
effet, un déficit en fer ou une anémie induit une hypo-oxygénation des tissus. De plus, la 
stabilisation de HIF est un mécanisme nécessitant du fer comme cofacteur de PHD. 
Il a été montré par plusieurs équipes que les facteurs HIF sont à la fois des senseurs et des 
régulateurs du fer intracellulaire. En effet, plusieurs protéines de l’entrée du fer dans 
l’organisme sont régulées directement par les facteurs HIF. In vitro, HIF-1 active l’expression 
de la transferrine [49], grâce à l’HRE présent dans son promoteur [50] [51]. La 
céruloplasmine, indispensable pour l’oxydation du fer Fe2+, est aussi régulée par HIF-1 [52], 
ainsi que HO-1 [53]. Plus récemment, le rôle de HIF-2α dans la régulation de l’absorption 
intestinale du fer a aussi été étudié. Chez la souris, la délétion de Hif-2α, mais pas celle de 
Hif-1α, spécifiquement dans les entérocytes, cause une forte diminution de l’expression de 
Dmt1, Dcytb et Fpn [54], ce qui permet même de diminuer la surcharge de fer chez les 
souris Hamp1-/- [55]. La régulation de Dmt1 et Dcytb par Hif-2 a été confirmée par 
l’identification de sites HRE reconnus spécifiquement par Hif-2 dans leurs promoteurs. Des 
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont permis de montrer que Hif-2 se lie 
directement à ces promoteurs [54] [56]. La délétion de Hif-2α dans l’intestin conduit donc à 
une réduction de l’absorption de fer, et de fait à une déficience en fer de l’organisme. 
 
1.2.2 La ferritine 
L’absorption du fer intestinal est soumise à une régulation très stricte : outre le système IRE-
IRP et les facteurs HIF, un autre mécanisme a été mis en évidence pour affiner le transport 
de fer à ce niveau. Depuis très longtemps, il a été montré que la prise d’une dose de fer oral 
inhibe l’absorption d’une seconde dose prise quelques heures après [57] [58] : cet état 
réfractaire a été qualifié de « mucosal block ». La mise en place de ce blocus conforte l’idée 
d’une régulation spécifique des acteurs du fer des entérocytes. Le fer étant stocké par 
fixation à la ferritine, et cette dernière augmentant fortement lors de la mise en place de ce 
blocus, elle est impliquée dans le mécanisme.  
En délétant simultanément IRP1 et IRP2 spécifiquement dans les entérocytes des souris, 
Galy et al. [59] ont montré que malgré une forte expression de Dmt1 et de la ferroportine, 
l’absorption du fer intestinal est insuffisante : cette limitation de l’absorption est expliquée par 
une forte expression de ferritine entérocytaire, qui piège le fer intracellulaire et empêche son 
export dans la circulation. La mise en place du « mucosal block » n’est donc pas dépendante 
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des protéines IRP, mais celles-ci ont un rôle pour limiter l’ampleur de ce blocus, afin que 
l’absorption de fer alimentaire reste suffisante pour couvrir les besoins en fer de l’organisme. 
 
2. Régulation systémique : l’hepcidine, le pivot central 
2.1 Fonction et mode d’action de l’hepcidine 
2.1.1 Fonction de l’hepcidine 
L’hepcidine est une hormone hyposidérémiante. Elle est codée par un gène unique HAMP 
chez l’Homme, alors que les souris possèdent deux gènes, Hamp1 et Hamp2. Hamp2 code 
une hepcidine qui n’agit pas sur le métabolisme du fer [60], alors que le gène Hamp1 est 
celui dont la régulation se rapproche le plus du gène codant l’hepcidine chez l’Homme. 
L’hepcidine a initialement été identifiée comme un peptide antimicrobien (LEAP-1 pour liver-
expressed antimicrobial peptide) [61] [62], dont l’expression est modifiée selon la charge en 
fer [63]. 
Les souris Usf2-/-, dont les gènes Hamp1 et Hamp2 ont été inactivés accidentellement [64], 
ont été le premier modèle à montrer la surcharge en fer résultant d’une déficience en 
hepcidine. L’hypothèse que l’hepcidine agit sur le métabolisme du fer a été confirmée par les 
souris TTR-Hamp1, surexprimant l’hepcidine de manière constitutive dans le foie [65] : ces 
souris ont des stocks en fer très bas, et une anémie sévère qui ne disparait pas avec l’âge. 
L’identification de mutations dans le gène HAMP [66], causant la synthèse de formes 
d’hepcidine inefficace, chez des patients hémochromatosiques, a permis de valider 
définitivement le rôle de l’hepcidine dans le métabolisme du fer chez l’Homme. 
Les souris déficientes en hepcidine [67] présentent une énorme surcharge en fer dans de 
nombreux organes (foie, pancréas, cœur), qui apparait de manière précoce. La rate des 
souris Hamp1-/- est dépourvue de fer, montrant que les macrophages spléniques sont vidés 
de leurs stocks. Ces différents modèles murins ont permis d’établir que l’hepcidine pouvait 
réguler négativement le passage du fer dans le sang au niveau intestinal et macrophagique. 
2.1.2 Mode d’action 
L’hepcidine va donc diminuer l’entrée de fer dans la circulation sanguine. Elle agit en se liant 
de façon covalente à la ferroportine, entraînant ainsi la dégradation de l’exporteur après 
ubiquitination (figure 11). Cette ubiquitination a lieu sur les deux résidus lysines 240 et 258 
[68] de la ferroportine, et active l’internalisation puis la dégradation de l’exporteur au niveau 
du lysosome [69]. Le site de liaison de l’hepcidine sur la ferroportine (HBD, Hepcidin Binding 
Domain) est très conservé au sein des espèces. 
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L’hepcidine agit sur plusieurs types cellulaires : en effet, la liaison de l’hepcidine à la 
ferroportine permet de diminuer la quantité de ferroportine présente à la membrane des 
hépatocytes, entérocytes, macrophages et cellules placentaires [70]. 
 
En absence d’hepcidine, l’absorption du fer au niveau intestinal est fortement augmentée, et 
le taux de fer plasmatique augmente [71]. Dans les souris déficientes en Hamp1, la 
ferroportine s’accumule à la surface des entérocytes, des hépatocytes et des macrophages 
de la rate, [72] c’est-à-dire au niveau de toutes les cellules capables de libérer du fer dans la 
circulation sanguine. In vitro, l’induction de la dégradation de la ferroportine par l’hepcidine 
dans les hépatocytes a été mise en évidence [73]. A l’inverse, en cas de surexpression de 
l’hepcidine, par transgénèse [74] ou dans les souris Tmprss6-/-, déficientes en un inhibiteur 
de l’hepcidine [75], la ferroportine entérocytaire est fortement diminuée et le fer s’accumule 
dans les entérocytes. 
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2.2 Expression de l’hepcidine 
2.2.1 Synthèse 
L’hepcidine active est une hormone de vingt-cinq acides aminés. Le gène HAMP est 
composé de trois exons codant pour un prépropeptide de quatre-vingt quatre acides aminés. 
Ce précurseur subit deux clivages : le premier libère un peptide-signal de vingt-quatre acides 
aminés et produit une forme intermédiaire de soixante acides aminés (prohepcidine) [76]. La 
prohepcidine est libre dans le réticulum endoplasmique, et subit le deuxième clivage, par une 
proconvertase de type furine [77], qui produit l’hepcidine active de vingt-cinq acides aminés 
(figure 12). 
 
L’hepcidine active a la particularité de posséder huit résidus cystéine très conservés à 
travers les espèces [60]. Elles sont toutes engagées dans quatre ponts disulfure, faisant de 
l’hepcidine une molécule très compacte, difficile à doser dans le sang, ou à détecter en 
Western Blot. Par conséquent, il est communément admis que la transcription d’ARNm est le 
reflet de la quantité d’hepcidine efficace produite. Par ELISA, la concentration en hepcidine 
sérique chez des volontaires sains a été estimée à 112 ng/mL chez les hommes et 65 ng/mL 
chez les femmes [78]. L’hepcidine est éliminée dans les urines, sous des formes majoritaires 
de 20 ou 22 acides aminés [61], suggérant un nouveau clivage de dégradation pour inactiver 
la protéine.  
Des études ont montré que les neuf premiers acides aminés de la forme mature possèdent 
une activité hyposidérémiante [79] [80]. Il faut toutefois en administrer de grandes quantités 
pour observer un effet in vivo. 
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2.2.2 Expression par le foie 
L’hepcidine est exprimée en très large majorité par les hépatocytes [61] [63] [62]. Comme 
toute hormone, elle agit à distance de son lieu de synthèse en étant sécrétée dans la 
circulation sanguine. La synthèse d’hepcidine n’est pas linéaire au cours du développement : 
plusieurs équipes ont étudié l’expression de l’hepcidine durant les stades tardifs du 
développement embryonnaire jusqu’au sevrage. Chez la souris [65] et le rat [81], quelques 
jours avant la naissance, l’hepcidine est indétectable dans le foie embryonnaire; à la 
naissance et durant les premiers jours de développement post-natal, l’hepcidine est en 
revanche très fortement exprimée, sans que soit connue la raison de ce pic d’expression et 
les mécanismes responsables de son initiation. Les deux études montrent toutefois que 
rapidement, l’expression d’hepcidine diminue à nouveau, pour être presque absente entre 
P7 et P14 (postnatal day). Il est supposé que cette diminution d’hepcidine permet 
d’augmenter l’expression et de stabiliser la ferroportine entérocytaire, afin de permettre aux 
souriceaux d’absorber un maximum de fer alimentaire pour établir le stock de fer nécessaire 
à leur développement (tant au niveau de la croissance que pour l’érythropoïèse). 
L’expression d’hepcidine augmente au fur et à mesure que les stocks en fer se reconstituent, 
avant de se stabiliser chez l’adulte. Les mécanismes qui régulent ces variations d’expression 
de l’hepcidine durant le développement post-natal sont encore inconnus.  
Chez la souris adulte, l’expression basale d’hepcidine est aussi influencée par le fond 
génétique [82], ainsi que par les hormones sexuelles [83]. 
 
2.2.3 Expression par les autres tissus 
Bien que le foie exprime très majoritairement l’hepcidine, il a été montré que d’autres 
organes sont capables d’en synthétiser en quantité beaucoup plus faible (figure 13). Ces 
sites de synthèse pourraient répondre à une demande locale, par exemple pour un rôle 
antimicrobien localisé, plutôt qu’à un rôle systémique par sécrétion dans la circulation 
sanguine. 
Parmi les organes capables de fabriquer de l’hepcidine, on trouve notamment le cœur [84] 
[85], les reins [86] [87], les macrophages [88], les adipocytes [89], les cellules bêta du 
pancréas [90]. Plusieurs équipes travaillent actuellement sur des modèles murins délétés du 
gène Hamp1 spécifiquement pour un organe [91] [92]. L’étude de ces différents modèles 
permettra d’éclaircir le rôle de l’hepcidine dans ces organes. 
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2.3 Régulation de l’expression de l’hepcidine 
L’hepcidine est un élément primordial pour réguler l’entrée du fer dans l’organisme, et la 
mise à disposition du fer recyclé par les macrophages. Il est donc indispensable de réguler 
très finement la synthèse d’hepcidine pour fournir à l’organisme une quantité adéquate de 
fer. Il a été montré que l’hepcidine répond à différents stimuli [93], activateurs (comme la 
charge en fer de l’organisme ou l’inflammation) ou inhibiteurs (comme l’érythropoïèse, 
l’anémie ou l’hypoxie) (figure 14). 
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2.3.1 Régulation par le fer 
Il existe une boucle de régulation entre le fer et l’hepcidine, le fer régulant l’expression 
d’hepcidine, mais l’hepcidine régulant elle aussi l’entrée de fer. 
En effet, il a été montré initialement que l’expression de Hamp1 est augmentée dans le foie 
de souris surchargées par un régime riche en fer, et à l’inverse diminuée dans le foie de 
souris anémiques [63]. Chez l’Homme, une prise de fer oral augmente rapidement la 
concentration en fer sérique et a pour conséquence une augmentation de la concentration 
d’hepcidine sérique [94] [78]. 
La régulation de l’hepcidine par le fer a été énormément étudiée au cours des dernières 
années. Une véritable plate-forme de régulateurs a été identifiée, notamment grâce aux 
modèles murins et aux mutations identifiées chez l’Homme pour ces acteurs du métabolisme 
du fer. Bien que certaines interactions restent encore mal comprises, les voies de régulation 
principales sont maintenant clairement établies (figure 17). 
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La voie BMP/HJV/SMAD 
BMP (Bone Morphogenetic Proteins) 
Les BMP sont une sous-famille de cytokines appartenant à la famille des TGFβ 
(Transforming Growth Factor β). Comme leur nom l’indique, elles ont été initialement 
identifiées comme impliquées dans la croissance osseuse et cartilagineuse [95], puis plus 
tard dans la croissance de nombreux autres organes.  
Il existe deux récepteurs aux BMP : BMPR-I et BMPR-II. Ces récepteurs sont de type 
Sérine-Thréonine-Kinase : la fixation d’un BMP à ses récepteurs induit la phosphorylation de 
BMPR-I par BMPR-II. Ce complexe activé phosphoryle à son tour les protéines SMAD (Son 
of Mother Against Decapentaplegic) 1/5/8. Le complexe SMAD1/5/8 phosphorylé interagit 
avec SMAD4 pour former un polymère capable de transloquer dans le noyau de la cellule. 
Le complexe se fixe sur les BMP-RE (BMP-Responsive Element) des promoteurs de leurs 
gènes cibles pour activer leur expression (figure 15). 
Il a été montré initialement que BMP2 et BMP4 induisent l’expression d’hepcidine in vitro [96] 
[97] [98], dans des lignées hépatomateuses ou des hépatocytes. Toutefois, BMP6 est le 
principal BMP activateur de l’expression de l’hepcidine in vivo, car c’est le seul BMP dont 
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l’expression est corrélée à la charge en fer des hépatocytes chez la souris [99]. L’expression 
de BMP6 ne répond pas à la transferrine circulante [100]. Mais surtout, les souris Bmp6-/- 
n’expriment presque pas d’hepcidine, ce qui cause une surcharge en fer importante [101] 
[102] : ce modèle montre que Bmp6 est bien un activateur de l’hepcidine, et que son 
absence empêche la synthèse d’hepcidine de répondre à la surcharge en fer. Ce phénotype 
de surcharge a aussi été observé chez les souris Alk2-/- et Alk3-/-, déficientes en BMPR-I 
[103] dans le foie, ou les souris déficientes en Smad4 spécifiquement dans le foie [104]. Ces 
acteurs de la voie Bmp/Smad sont donc indispensables pour la régulation de l’hepcidine 
A ce jour, aucune mutation dans les gènes de BMP6, BMPR-I ou SMAD4 n’ont été 
identifiées dans des cas de surcharge martiale chez l’Homme. Il est probable que ces 
mutations soient létales à l’état embryonnaire. 
  Hémojuvéline (HJV) 
L’hémojuvéline (HJV ou HFE2) a été nommée ainsi après avoir été identifiée dans des cas 
d’hémochromatose juvénile [105] [106] chez l’Homme. Elle appartient à la famille des RGM 
(Repulsive Guidance Molecule) (pour revue, voir [107]). Les souris Hjv-/- [108] [109] 
expriment des taux d’hepcidine très faible et une surcharge en fer extrêmement sévère, 
similaire à celle observée dans les cas d’invalidation de Hamp1. Le rôle activateur d’Hjv dans 
la régulation de l’expression d’hepcidine est donc primordial. 
HJV est exprimée dans le foie, et encore plus fortement dans le muscle squelettique. Ces 
organes synthétisent des formes d’HJV impliquées dans des mécanismes différents, car les 
souris délétées spécifiquement pour Hjv dans le foie présentent les mêmes symptômes que 
les souris Hjv-/- total (une expression d’hepcidine basse et une surcharge martiale), tandis 
que les souris délétées pour Hjv dans le muscle squelettique ne montrent aucune 
modification du métabolisme du fer, ni de phénotype au niveau du muscle [110]. L’Hjv 
hépatique est donc impliquée dans la régulation de l’hepcidine, mais le rôle de l’Hjv 
musculaire reste inconnu. 
L’HJV est synthétisée sous forme membranaire (HJVm) [111]. Cette forme membranaire est 
liée à la membrane plasmique par un ancrage GPI (glycophosphatidil-inositol). La plus 
grosse partie de la structure de la protéine est extracellulaire. HJV est présente à la 
membrane sous différentes formes : un monomère de 50 kDa, correspondant à la protéine 
entière repliée sur elle-même par deux ponts disulfures dans sa partie extracellulaire, ou un 
hétérodimère obtenu après un clivage autocatalytique résultant en deux fragments de 20 et 
35 kDa, toujours liés par les ponts disulfures [112] [113] (figure 15). L’Hjv membranaire est 
un co-récepteur aux BMPR : la surexpression d’Hjv dans des lignées hépatomateuses 
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augmente l’expression d’hepcidine [96]. Dans des lignées hépatomateuses, BMP2 et BMP4 
activent la transcription de Hamp1, et cette activation est encore augmentée en présence de 
Hjv [114]. Hjv a donc un rôle d’amplificateur de signal des BMP, indispensable in vivo pour 
rendre la voie Bmp/Smad totalement efficace. 
Après adressage à la membrane, l’HJV membranaire peut aussi être internalisée [115] [116]. 
Elle subit alors un clivage par la furine [117], ce qui génère une forme soluble de l’HJV 
(HJVs) de 42kDa (figure 15). In vitro, l’action de la furine pour la production d’HJVs est 
augmentée par une déficience en fer ou des conditions hypoxiques [118]. L’HJVs inhibe 
l’expression de l’hepcidine induite par les BMP en agissant en compétition avec l’HJV 
membranaire pour capter ces ligands [117] [119] [120]. L’injection chronique d’une forme 
d’HJV produite sous forme non liée à la membrane (HJV-Fc) réprime l’hepcidine et cause 
une surcharge en fer [121]. L’HJV membranaire et  l’HJVs ont donc deux rôles opposés, la 
forme membranaire activant la synthèse d’hepcidine quand la forme soluble l’inhibe. 
 
  Néogénine 
La néogénine est une protéine transmembranaire appartenant à la superfamille des 
immunoglobulines, et exprimée dans de nombreux tissus dont le foie [122]. Elle est 
impliquée dans la transduction des signaux lors de la morphogénèse de plusieurs tissus, 
l’angiogénèse, la différentiation du muscle, et le guidage axonal. C’est un récepteur de la 
protéine RGMa, qui appartient à la même famille que HJV (pour revue, voir [107]). 
Les souris Neo-/- présentent une surcharge hépatique en fer, un taux d’hepcidine bas et une 
signalisation Bmp réduite [123], montrant que la néogénine est un activateur de l’hepcidine. 
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La néogénine interagit avec HJV [124], et cette interaction est nécessaire à l’induction de 
l’hepcidine par BMP4 [125]. Toutefois, selon les études, le rôle de cette interaction reste à 
préciser : Lee et al. [123] montrent que dans la lignée HEK293 et dans des cellules 
musculaires, la néogénine réprime la sécrétion de HJVs, mais Zhang et al. [126] montrent 
que la sécrétion d’HJVs dans des lignées de myoblastes et de rein est stimulée par 
l’expression de la néogénine. Récemment, il a aussi été montré in vitro que la Néogénine 
interagit avec la Matriptase-2, et que cette interaction MT2/HJV/Néogénine faciliterait le 
clivage de HJV par la Matriptase-2 [127]. Comme le montre le modèle murin déficient en 
néogénine, cette protéine est un inducteur de l’hepcidine, mais son mécanisme de 
fonctionnement et ses interactions restent encore à approfondir. 
  Les facteurs inhibiteurs : SMAD7 et Matriptase-2 
Il existe des mécanismes de répression de l’hepcidine, mais ceux-ci sont encore 
partiellement incompris. Notamment, l’érythropoïèse et l’hypoxie ont pour conséquence cette 
diminution d’expression de l’hepcidine, mais il n’a pas encore été clairement établi quels sont 
les facteurs agissant directement sur le gène de l’hepcidine pour en réduire sa transcription. 
Il a été initialement démontré que l’expression de SMAD7 était régulée par le fer [99]. Plus 
récemment, SMAD7 a été identifié comme un répresseur de l’hepcidine par un crible siRNA 
dans des cellules HuH7 [128]. Dans ce même article, la surexpression de SMAD7 dans des 
hépatocytes primaires inhibe l’expression d’hepcidine, et bloque l’activation induite par les 
BMP, mais pas par IL6 ; SMAD7 est donc un inhibiteur spécifique de la voie BMP/SMAD 
lorsqu’il est surexprimé. Par ailleurs, l’expression de SMAD7 est corrélée à celle de 
l’hepcidine dans les souris hémochromatosiques [129], laissant supposer un rétro-contrôle 
négatif de SMAD7 sur la voie activatrice de l’hepcidine.  
Un deuxième acteur de la répression de l’hepcidine est la Matriptase-2. La régulation et le 
mode d’action de MT2 seront détaillés plus loin dans cette introduction. 
 
La voie HFE/TFR1/TFR2 
Les mutations les plus fréquemment responsables de cas d’hémochromatose chez l’Homme 
sont retrouvées dans deux gènes : HFE et TfR2. 
HFE, une protéine non classique de classe I du complexe d’immunohistocompatibilité, est la 
protéine la plus fréquemment mutée. Cette protéine interagit avec la β2-microglobuline, mais 
elle est aussi capable de se fixer à TfR1 en absence d’holotransferrine [130].  
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TfR2 est un récepteur à la transferrine de type 2 (TfR2), exprimé de manière plus spécifique 
que TfR1 : il est trouvé principalement à la surface des précurseurs érythroïdes, des cellules 
de la crypte intestinale et des hépatocytes [131]. Son affinité pour la transferrine est 
beaucoup moins importante que celle de TfR1, mais il est toutefois capable de fixer 
l’holotransferrine et d’être alors endocytosé. Son rôle de régulateur de l’hepcidine a 
clairement été montré au vu des cas d’hémochromatose due à des mutations du gène TfR2 
chez l’Homme, mais son fonctionnement n’est pas encore clairement établi. Les souris TfR2-
/- sont viables [132] [133]. Elles survivent jusqu’à l’âge adulte et développent une surcharge 
hépatique.  
La régulation de l’hepcidine par le complexe TfR1/TfR2/HFE répond non pas au fer 
tissulaire, comme BMP6, mais à la saturation de la transferrine (figure 17). En effet, HFE et 
TfR2 forment un complexe ; lorsque la saturation de la transferrine augmente, 
l’holotransferrine se fixe à TfR1 et dissocie le complexe TfR1-HFE (figure 16). HFE s’associe 
alors avec TfR2 : c’est cette interaction qui est nécessaire pour activer l’expression 
d’hepcidine [134] [135]. L’interaction active l’expression d’hepcidine en induisant la 
phosphorylation de SMAD1/5/8, sans passer par BMP6 [100]. L’activation de l’expression 
d’hepcidine par le fer circulant requiert impérativement les trois facteurs HFE, TfR2 et 
holotransferrine [136]. Il a été suggéré que ce complexe activait l’hepcidine par des signaux 
Erk1/2, mais cela n’a été montré qu’in vitro [137] [138] [139]. 
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La ferritine 
La ferritine est la protéine principale de stockage du fer intracellulaire, mais elle est aussi 
présente dans la circulation, laissant supposer qu’elle peut servir de transporteur de fer 
[140]. Elle peut alors être intégrée par les cellules par endocytose ou pinocytose [141] [142]. 
Récemment, il a été montré que l’injection de ferritine chargée en fer à des souris sauvages 
de dix jours induit l’expression de Bmp6 et Hamp1 de manière dose-dépendante, 
contrairement à une injection de FAC (ferric ammonium citrate) ou d’holotransferrine [143]. 
L’injection de ferritine non chargée n’a pas d’effet sur l’expression de Bmp6 ou Hamp1. La 
ferritine est donc capable de réguler l’expression de l’hepcidine de manière indirecte (figure 
17), par la voie Bmp/Smad ou en régulant directement l’absorption de fer. 
 
2.3.2 Régulation par l’inflammation 
Inflammation et métabolisme du fer sont très liés : Pigeon et al. [63] montrent que 
l’expression d’hepcidine est fortement induite in vivo chez des souris sauvages et in vitro 
chez des hépatocytes primaires traités au LPS. De même, une anémie dite « inflammatoire » 
ainsi qu’une augmentation de l’hepcidine urinaire [144] sont observées chez des patients 
souffrant d’un état inflammatoire chronique causé par plusieurs pathologies comme une 
infection ou un cancer. Chez la souris, l’injection de thérébentine en sous-cutané cause la 
formation d’un abcès et une inflammation chronique : après deux semaines, les souris 
présentent une anémie et une augmentation de l’expression d’hepcidine [93]. Une diminution 
du fer plasmatique de ces souris est observée dès quelques heures après le traitement. 
Chez des individus sains injectés au LPS, on observe dès six heures après traitement une 
augmentation de l’hepcidine urinaire, accompagné par une diminution du fer plasmatique 
[145] [146]. Si l’augmentation d’hepcidine est responsable de l’anémie, il semble toutefois 
qu’un certain nombre de mécanismes indépendants de l’hepcidine interviennent dans la 
mise en place rapide de l’hyposidérémie lors de l’infection [147].  
L’une des cytokines inflammatoires responsable de l’activation de l’hepcidine est IL-6 : les 
lignées hépatiques et les hépatocytes humains traités à l’IL-6 [148] augmentent leur 
synthèse d’hepcidine. Comme pour le LPS, des individus sains traités à l’IL-6 voient leur 
hepcidine urinaire augmenter quelques heures après l’injection [148]. Le récepteur à l’IL-6 
(IL-6-R) est exprimé à la surface des hépatocytes, et l’interaction ligand-récepteur active les 
facteurs JAK (Janus Kinases) qui vont à leur tour phosphoryler le facteur de transcription 
STAT3 [149] (figure 18). STAT3 phosphorylé transloque dans le noyau pour activer la 
transcription de l’hepcidine [150] [151]. Le promoteur de Hamp1 comporte un site de liaison 
STAT3 (STAT3-RE) quelques dizaines de bases en amont du codon-initiateur (-72/-64 pb) 
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(figure 14). La délétion de ce STAT3-RE entraîne une diminution de l’expression de 
l’hepcidine et de la réponse à IL-6 [152] [153]. 
 
De manière intéressante, les interactions possibles entre la voie de régulation par 
l’inflammation et les facteurs HFE/TfR2 et BMP/HJV ont été étudiées : l’activation 
d’hépatocytes primaires ou l’injection de souris Hfe-/- ou TfR2-/- au LPS [154] [155] [156] 
montrent que l’induction de l’hepcidine a toujours lieu même en absence de ces deux 
facteurs. Les souris Hjv-/- présentent une induction de l’hepcidine par l’inflammation, bien 
que moins forte que dans les souris sauvages [109]. Par ailleurs, dans le foie de souris WT 
ou Bmp6-/-, la transcription de la cytokine ActivinB (de la famille des TGFβ) augmente 
fortement quatre heures après l’induction de l’inflammation par LPS [157], indépendamment 
de l’IL-6. Cette cytokine induit l’expression de l’hepcidine en activant la phosphorylation du 
complexe Smad1/5/8, sans passer par Bmp6. Les souris Bmp6-/- répondent bien à 
l’inflammation, et seules les souris déficientes en Smad4 spécifiquement dans le foie n’y 
répondent pas [104], confirmant que dans ce cas les signaux recoupent la voie Bmp/Smad 
en aval des Bmp. Un BMP-RE proche du STAT3-RE dans le promoteur du gène de 
l’hepcidine a été identifié [158] (figure 14), laissant penser que par encombrement stérique, 
les deux facteurs ne peuvent pas se lier en même temps au promoteur. 
 
2.3.3 Régulation par l’érythropoïèse 
La fabrication de nouveaux érythrocytes nécessite un fort apport en fer ; l’inhibition de la 
synthèse d’hepcidine permet d’augmenter l’absorption et la mobilisation du fer recyclé pour 
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ce mécanisme. En condition d’érythropoïèse accrue consécutive à une anémie, après 
phlébotomie ou injection de phénylhydrazine [93], la synthèse d’hepcidine est fortement 
diminuée. En bloquant l’érythropoïèse par la carboplatine, ou après une irradiation, l’anémie 
induite n’a plus d’effet sur l’expression de l’hepcidine [159] [160]. Le ou les facteurs solubles 
responsables de cette signalisation entre érythropoïèse et hepcidine ne sont pas encore 
identifiés. 
Une hypothèse pour la régulation de l’hepcidine est un signal passant par l’EPO 
(érythropoïétine). L’injection d’EPO entraîne une diminution très importante de l’expression 
d’hepcidine [161] [162]. L’EPO est connue pour voir sa synthèse augmentée par l’hypoxie, 
afin de stimuler l’érythropoïèse: elle pourrait donc être responsable de la réduction de 
synthèse de l’hepcidine en conditions hypoxiques ou d’érythropoïèse accrue. 
Un facteur synthétisé par la moelle osseuse, induit par l’érythropoïèse et capable de réguler 
l’hepcidine, a récemment été identifié [163]. L’équipe a induit l’érythropoïèse chez une souris 
par injection d’EPO et a établi une banque de transcrits de moëlle. Un facteur dont 
l’expression est induite par l’EPO et dont la transcription augmente fortement peu de temps 
avant une diminution de l’expression de l’hepcidine a été isolé. Ce facteur nommé 
érythroferrone (ErFe) inhibe l’expression de Hamp1 in vitro. Sa séquence n’a toutefois pas 
encore été publiée. 
Outre l’érythroferrone, d’autres facteurs capables de modifier l’expression de l’hepcidine en 
cas d’érythropoïèse accrue ont pu être identifiés chez des patients thalassémiques. Ces 
patients sont déficients en enzymes de synthèse d’une ou de plusieurs chaînes de globine. 
Ces déficiences se traduisent par une anémie importante, suite à une érythropoïèse accrue 
mais inefficace, associée à une surcharge en fer : le fer est mobilisé, mais l’hémoglobine 
n’est pas synthétisée, et l’absorption de fer alimentaire est augmenté pour pallier à ce déficit 
en globules rouges. Les taux d’hepcidine de ces patients sont bas [164], ce qui est aussi 
observé chez les modèles murins de thalassémies [165]. Chez ces patients ont été mis en 
évidence deux facteurs sécrétés par les érythroblastes : 
-GDF15 (Growth Differentiation Factor 15) est un facteur de croissance de la famille des 
TGFβ. Il est retrouvé en forte concentration dans le sérum des patients β-thalassémiques 
[166]. In vitro, GDF15 à forte concentration peut induire une diminution de faible amplitude 
de l’hepcidine dans des lignées hépatomateuses ou des hépatocytes primaires. Toutefois, la 
surexpression de GDF15 n’est pas observée dans toutes les conditions d’érythropoïèse 
accrue : une hepcidine basse accompagnée d’un taux de GDF15 élevé a été observée chez 
des patients présentant un déficit en pyruvate kinase ou une dysérythropoïèse congénitale 
[167] [168], deux pathologies ayant pour conséquence une érythropoïèse accrue mais 
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inefficace. Au contraire, la surexpression de Gdf15 n’est pas observée chez des souris 
phlébotomisées. Cela laisse penser que GDF15 n’est associé qu’à une érythropoïèse 
inefficace. De plus, les souris Gdf15-/- ne présentent pas d’altération de l’homéostasie du 
fer, laissant supposer que Gdf15 n’est pas indispensable à la régulation de l’hepcidine [169]. 
-TWSG1 (Twisted Gastrulation 1) a une expression augmentée chez les souris 
thalassémiques. In vitro, TWSG1 est capable d’inhiber l’expression d’hepcidine en réprimant 
la voie BMP [170].  De manière intéressante, une interaction in vivo a été mise en évidence 
entre TWSG1 et la voie BMP dans le développement osseux post-natal [171], favorisant 
l’hypothèse d’une relation entre moelle osseuse, voie BMP et mobilisation du fer, pour la 
croissance ou l’érythropoïèse. 
 
2.3.4 Régulation par l’hypoxie 
Un état hypoxique inhibe l’expression de l’hepcidine chez les souris [93] et chez l’Homme 
[172]. Une séquence consensus HRE a été identifiée dans le promoteur du gène de 
l’hepcidine chez la souris et l’Homme (-584/-578 pb). Chez les souris Vhl-/-, les facteurs HIF 
sont stabilisés et l’expression de Hamp1 augmente [173]. Toutefois, le knockdown de HIF-1α 
ou HIF-1β n’induit pas d’augmentation de l’expression de l’hepcidine [174]. Par ailleurs, la 
délétion de Hif-1α spécifiquement dans le foie n’atténue que faiblement la réduction de 
l’hepcidine en conditions hypoxiques [173], laissant supposer qu’un autre facteur participe à 
la régulation de Hamp1 en condition d’hypoxie. De même, HIF2 n’agit que de manière 
indirecte sur Hamp1 en induisant l’expression d’EPO hépatique, qui va réprimer l’hepcidine, 
potentiellement par la voie de l’érythroferrone [175]. Les rôles différents des facteurs HIF 
sont clairement établis, leur mode d’action sur la régulation de l’hepcidine reste à étudier 
plus en détail. 
La furine [176] et la Matriptase-2 [177], deux inhibiteurs connus de l’expression de 
l’hepcidine, sont surexprimés en conditions hypoxiques, ce qui pourrait expliquer la 
répression de l’hepcidine. Toutefois, l’expression de l’hepcidine est toujours diminuée par 
l’hypoxie dans les souris déficientes en Matriptase-2 [178], indiquant donc que cette protéine 
n’est pas la seule impliquée dans la réponse de l’hepcidine à l’hypoxie. 
 
2.3.5 Régulation par la testostérone 
Les différences en expression d’hepcidine et en taux de fer plasmatique chez hommes et 
femmes ont été mises en évidence depuis longtemps. Toutefois, ce n’est que très 
récemment que le facteur responsable de cette différence n’a été identifié. Une expression 
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plus forte de Hamp1 a été démontrée chez les souris femelles WT, Bmp6-/- et Hjv-/-, 
comparée à celle des souris mâles de même génotype [83]. Cette différence est expliquée 
par un effet inhibiteur de la testostérone, puisque les souris femelles recevant de cette 
hormone voient leur transcription d’hepcidine chuter au niveau de celle des souris mâles. La 
testostérone agit en favorisant la phosphorylation de Egfr (Epidermal Growth Factor 
Receptor), ce qui inhibe la phosphorylation et l’activité du complexe Smad1/5/8, un 
activateur de l’hepcidine. 
 
 
III- Pathologies liées à une surcharge ou à une carence en fer 
Comme nous l’avons vu, la régulation de l’hepcidine implique un très grand nombre de 
gènes. Leurs mutations perturbent la régulation de l’hepcidine, et par conséquent induisent 
un désordre de l’homéostasie du fer. En effet, une déficience en hepcidine augmente 
l’absorption du fer, qui s’accumule de manière excessive dans les organes. A l’inverse, un 
excès d’hepcidine empêche l’absorption du fer alimentaire et la mobilisation du fer recyclé 
par les macrophages ; la déficience en fer qui en résulte peut engendrer une anémie.  
Outre les mutations, les anémies peuvent aussi être dues à des facteurs non génétiques, 
comme un régime alimentaire pauvre en fer, des hémorragies excessives ou un état 
inflammatoire prolongé. 
1. Surcharges en fer 
La surcharge en fer peut être primaire ou secondaire. Les surcharges primaires sont 
causées par des maladies génétiques héréditaires qui perturbent le métabolisme du fer. On 
parle alors de surcharge hémochromatosique (lorsque la synthèse d’hepcidine ne répond 
plus à la charge en fer) ou non-hémochromatosique (pour la maladie de la ferroportine). Les 
surcharges secondaires ne sont pas obligatoirement les conséquences directes d’une 
mutation, mais peuvent résulter d’une perturbation métabolique indépendante. Les 
surcharges secondaires les plus courantes sont dues à des transfusions sanguines répétées 
ou des perturbations métaboliques suite à des hépatopathies. 
1.1 Hémochromatoses de type I et III 
L’hémochromatose « classique » est transmise sur le mode autosomique récessif. La très 
large majorité des cas d’hémochromatose héréditaire n’apparait que de manière tardive, vers 
50-60 ans. La maladie est généralement détectée plus précocement chez l’homme que chez 
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la femme : cette dernière est protégée plus longtemps par les pertes menstruelles et la 
grossesse, qui retardent la surcharge martiale.  
Le fer s’accumule dans le foie, puis dans de nombreux autres organes tels que le pancréas, 
les articulations, la peau et le cœur. Cette accumulation perturbe progressivement les 
fonctions des organes, ce qui mène à l’apparition de symptômes variés : cirrhose hépatique, 
diabète, pigmentation bronzée de la peau, douleurs articulaires, hypogonadisme et fatigue 
généralisée. Les patients hémochromatosiques présentent une augmentation de la 
saturation de la transferrine et de la ferritine sérique. Le diagnostic de la maladie est difficile 
à établir, dans la mesure où les symptômes sont variés, et un bilan martial n’est pas 
systématiquement établi lors d’un bilan sanguin ordinaire. 
A ce jour, le traitement le plus efficace pour les hémochromatoses héréditaires classiques 
est la saignée : grâce à l’élimination des globules rouges, elle permet la désaturation du 
système en forçant l’organisme à mobiliser du fer hépatique pour l’érythropoïèse. En cas de 
maladie plus grave, ou lorsqu’une anémie accompagne la surcharge, il est possible de traiter 
le patient avec des chélateurs de fer ; malheureusement, cette méthode constitue un 
traitement très lourd pour le patient et peut être accompagnée d’effets secondaires graves 
(comme une toxicité rénale). 
Hémochromatose de type I (OMIM : 235200) 
Pathologie : Plus de 80% des cas d’hémochromatoses classiques sont dus à une mutation 
du gène HFE. Parmi les mutations de ce gène, la plus courante substitue une cystéine par 
une tyrosine (mutation C282Y), empêchant ainsi la formation d’un pont disulfure nécessaire 
au repliement de la protéine. Cette mutation a été identifiée en 1996 [179] : on considère 
qu’elle est portée à l’état homozygote par environ une personne sur deux cents dans la 
population mondiale, principalement caucasienne. Toutefois, la pénétrance incomplète de la 
maladie fait que tous les individus homozygotes ne la développent pas. 
Il existe d’autres mutations responsables d’une hémochromatose dans le gène HFE (figure 
19): par exemple, les mutations H63D et S65C. Certains patients double hétérozygotes (ou 
hétérozygotes composites) C282Y/H63D présentent aussi une surcharge en fer.  
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Modèles murins : Des modèles murins d’hémochromatose de type I ont été développés : le 
modèle murin Hfe C282Y/C282Y présente, comme chez l’Homme, une accumulation du fer 
dans le foie [180]. La souris Hfe-/- montre une forte saturation de la transferrine, une 
diminution de l’expression de l’hepcidine, et une accumulation de fer dans le foie et les 
entérocytes [181], plus importante que celle des souris Hfe C282Y/C282Y. L’expression 
d’une forme mutée C282Y de Hfe cause donc une surcharge moins importante que 
l’absence totale de Hfe, montrant que Hfe C282Y garde une faible efficacité pour moduler 
l’homéostasie du fer. 
La protéine HFE est exprimée dans les hépatocytes, les entérocytes, et les macrophages. 
Des modèles murins délétés du gène Hfe spécifiquement dans certains organes ont permis 
de savoir dans quel type cellulaire la protéine agit. Les souris délétées de Hfe 
spécifiquement dans les entérocytes [182] ou les macrophages [183] ne présentent aucun 
phénotype de surcharge ni de variation d’expression d’hepcidine ; à l’inverse, les souris 
délétées pour Hfe dans les hépatocytes [183] montrent une surcharge en fer similaire à celle 
des souris Hfe-/-, ainsi qu’une augmentation de l’hepcidine. Hfe agit donc au niveau des 
hépatocytes. 
Bien que HFE ait été identifié comme le principal responsable des cas d’hémochromatose, et 
qu’il soit clairement démontré que cette protéine module l’expression de l’hepcidine, son 
fonctionnement n’est pas encore entièrement compris. Nous avons vu que HFE interagit 
avec TFR1 et TFR2 en fonction de la saturation de la transferrine (voir II-2.3.1, Régulation de 
l’hepcidine par le fer), mais il n’est pas encore établi par quels signaux ces interactions vont 
réguler l’expression du gène HAMP. La surexpression de Hfe dans des hépatocytes de 
souris Hfe-/- restaure l’expression d’hepcidine [135] [184], montrant que la quantité d’Hfe est 
limitante pour l’expression d’hepcidine.  
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De plus, dans le modèle Hfe-/-, l’expression de Bmp6 est augmentée en réponse à la charge 
en fer, comme pour des souris WT surchargées par un régime riche en fer [99] [100]. 
Toutefois, à la différence des souris WT, chez les souris Hfe-/- l’augmentation de Bmp6 
n’induit pas d’augmentation de phospho-Smad1/5/8, et par conséquent pas d’activation de 
l’expression de l’hepcidine ou d’Id1, une autre cible de la voie Bmp/Smad. Il existe donc une 
connection entre les voies Hfe/TfR1/TfR2 et Bmp/Hjv/Smad, mais le signal est interrompu 
entre Hfe et Smad1/5/8.  
 
Hémochromatose de type III (OMIM : 604250) 
Pathologie : L’hémochromatose de type III est causée par des mutations dans le gène 
codant pour la protéine TFR2. Les symptômes sont les mêmes que dans l’hémochromatose 
de type I, avec toutefois une sévérité et un âge d’apparition de la maladie beaucoup plus 
variables. La première mutation a été identifiée en 2000 [185] : la substitution d’un C en A 
dans l’exon 6 cause l’apparition d’un codon-stop prématuré à la place d’une tyrosine (Y250X) 
et la synthèse d’une protéine tronquée. Depuis, un grand nombre de mutations dans le gène 
TfR2 ont été identifiées (figure 20) (pour revue, voir [186]). 
 
Modèles murins : Des modèles murins ont été générés pour étudier ces mutations : le 
modèle TfR2 Y245X (correspondant à la mutation TfR2 Y250X trouvée chez l’Homme) 
présente, à l’état homozygote, une synthèse d’ARN TfR2 moins importante que celle des 
souris WT ou hétérozygotes. Aucune protéine TfR2 n’est détectée à la membrane des 
hépatocytes pour ces mutants [187]. Ces souris ont une saturation de la transferrine 
importante, une surcharge en fer du foie et des paramètres hématologiques normaux, 
montrant que ce modèle se comporte comme les patients porteurs de cette mutation. 
L’expression de l’hepcidine est diminuée par rapport aux souris WT [156], et ne répond pas à 
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un apport de fer. Le modèle Tfr2-/- [132], obtenu par délétion des exons 2 à 6, a aussi une 
forte saturation de la transferrine, une surcharge martiale du foie, et une rate déplétée de ses 
stocks de fer.  
La délétion de Tfr2 spécifiquement au niveau des hépatocytes [133] montre que cette 
protéine agit au niveau hépatique. A dix semaines, ces souris ont une surcharge hépatique, 
plus importante même que celle des souris Tfr2-/-. L’expression de TfR2 dans le foie total de 
ces souris est perdue, démontrant que TfR2 est exprimé exclusivement par les hépatocytes 
et non les autres types cellulaires du foie. Cette expression ciblée conforte le rôle hépatique 
de Hfe, et l’importance de leur interaction au niveau du foie pour la régulation de l’hepcidine. 
 
1.2 Hémochromatoses juvéniles : type IIa (HAMP) et IIb (HJV) 
L’hémochromatose juvénile est une maladie héréditaire transmise sur le mode autosomique 
récessif (pour revue, voir [188]). Contrairement à l’hémochromatose classique, les 
symptômes apparaissent de manière précoce, généralement avant trente ans. La surcharge 
martiale est beaucoup plus importante : elle entraîne des atteintes cardiaques et 
endocriniennes graves, et est souvent caractérisée par un hypogonadisme gonadotrophique. 
Cette forme touche de manière égale les hommes et les femmes. Les patients atteints par 
cette forme d’hémochromatose meurent jeunes, d’une atteinte cardiaque, s’ils ne sont pas 
soignés par des saignées ou des chélateurs de fer. 
Les cas d’hémochromatose juvénile sont dus à des mutations dans deux gènes : HJV (pour 
les types IIa) et HAMP (pour les types IIb). 
Hémochromatose de type IIa (OMIM : 602390) 
Pathologie : Dans la majorité des cas, les mutations causant l’hémochromatose juvénile sont 
trouvées dans le gène HJV. Ce sont généralement des mutations isolées [106] [105] [189], 
qui peuvent, comme pour les mutations d’HFE, être exprimées sous une forme hétérozygote 
composite ou homozygote. La pénétrance de l’hémochromatose juvénile est beaucoup plus 
importante que celle de l’hémochromatose classique, mais les mutations HJV sont beaucoup 
plus rares que la mutation C282Y de HFE. 
Les mutations identifiées dans le gène HJV touchent toutes les régions codantes (pour 
revue, voir [186]) (figure 21). La mutation la plus fréquente correspond à la substitution d’une 
glycine en valine en position 320 (G320V) [106] [105] : cette mutation affecte l’adressage de 
HJV à la membrane [111]. 
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La diminution de l’expression d’HJV résulte en une diminution dramatique de l’expression de 
l’hepcidine [108] [109] [106] malgré la surcharge en fer. HJV est donc un important activateur 
de l’hepcidine. 
 
Modèles murins : Le modèle murin Hjv-/- a été établi afin d’étudier cette forme 
d’hémochromatose juvénile [109] [108]. La déficience en Hjv entraîne une surcharge martiale 
du foie, du pancréas, du cœur et des gonades. L’expression d’hepcidine est diminuée et ne 
répond plus à la charge en fer. A cause de cette expression d’hepcidine faible, le fer 
alimentaire est fortement absorbé et les macrophages ne peuvent pas retenir leurs stocks : 
le fer splénique de ces souris est fortement diminué. Les souris sont viables, et 
contrairement à l’Homme, ne montrent pas de problèmes cardiaques ou reproductifs. 
Niederkofler et al. [109] ont montré qu’Hjv était exprimé dans les hépatocytes périportaux en 
insérant une cassette LacZ dans l’exon 2 du gène Hjv. 
 
Hémochromatose de type IIb (HAMP) (OMIM : 606464) 
Pathologie : Des mutations du gène HAMP ont aussi été identifiées chez des patients 
atteints d’hémochromatose juvénile. Les deux premières mutations décrites [66] ont été 
trouvées à l’état homozygote : la première (R65X) entraîne une terminaison précoce de la 
protéine, ce qui produit une hepcidine inefficace. La deuxième mutation correspond à la 
délétion d’un nucléotide (93delG) qui décale le cadre de lecture et aboutit à la production 
d’une prohepcidine anormalement longue. 
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Les mutations du gène HAMP restent rares, et sont généralement isolées (pour revue, voir 
[186]) (figure 22). Les mutations identifiées sont de différents types : elles peuvent entraîner 
un décalage du cadre de lecture ou un arrêt de la traduction, mais aussi modifier des acides 
aminés nécessaires à la structure et l’activité de l’hepcidine. Par exemple, des substitutions 
de cystéines impliquées dans les ponts disulfures [190] [191] ont été identifiées à l’état 
homozygote chez des patients souffrant d’hémochromatose juvénile. Il a aussi été identifiée 
une mutation dans la région 5’ UTR de l’ARNm de l’hepcidine (-25GA) qui crée un nouveau 
codon d’initiation en amont de l’ATG fonctionnel [192] : ce nouveau codon n’empêche pas la 
traduction d’hepcidine à partir du codon initiateur physiologique, mais empêche la régulation 
de l’expression de l’hepcidine par la charge en fer. 
 
Modèles murins : Comme nous l’avons décrit précédemment, la souris possède deux gènes 
codant pour l’hepcidine, Hamp1 et Hamp2. C’est la délétion de Hamp1 qui entraîne une 
surcharge en fer. 
 
1.3 Hémochromatose de type IV et maladie de la ferroportine 
Contrairement aux autres formes d’hémochromatose, les mutations du gène de la 
ferroportine sont transmises d’après un mode autosomique dominant. De plus, les mutations 
de FPN sont séparées en deux catégories distinctes : l’hémochromatose de type IV et la 
maladie de la ferroportine (non hémochromatosique). Le choix de la catégorie dépend de 
l’impact de la mutation sur l’activité de la ferroportine et sa capacité à interagir avec 
l’hepcidine [193] (figure 23). 
La transmission dominante des mutations de FPN peut être expliquée par deux théories : 
l’action d’une forme mutée de la ferroportine dominant celle de la forme sauvage, ou une 
haplo-insuffisance. Ces deux hypothèses restent plausibles dans la mesure où elles 
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renvoient à la question controversée de savoir si la ferroportine agit sous forme de 
monomère ou de dimère. 
 
Hémochromatose de type IV (OMIM : 604653) 
Pathologie : Les mutations responsables de ce type de maladie sont des mutations gain de 
fonction, qui rendent la ferroportine insensible à l’hepcidine : ces formes mutées de la 
ferroportine sont exprimées et adressées correctement à la membrane, mais ne sont pas 
internalisées par l’hepcidine active [194] [195]. Cela aboutit à une expression constitutive de 
la ferroportine, entraînant un export du fer non contrôlé depuis les macrophages et les 
entérocytes. Les patients présentent un taux de ferritine plasmatique élevé, une saturation 
de la transferrine importante, et une accumulation du fer à la fois dans les cellules de Kupffer 
et les hépatocytes [196] [197] [198]. 
L’insensibilité de la ferroportine à l’hepcidine revient à une situation d’absence d’hepcidine, 
comme dans les cas d’hémochromatose de type I, II ou III. Les phlébotomies sont efficaces 
pour diminuer la surcharge en fer chez ces patients. 
 
Maladie de la Ferroportine 
Pathologie : Ces mutations sont plus fréquentes, et causent généralement un problème 
d’adressage de la ferroportine à la membrane plasmique. La ferroportine reste localisée 
dans des vésicules intracellulaires [193]. Cette mauvaise localisation empêche l’export de 
fer, qui est alors retenu dans les entérocytes et les macrophages. Les patients présentent en 
effet une surcharge martiale des cellules du système réticuloendothélial, accompagnée 
d’une élévation de la ferritine sérique, mais une saturation de la transferrine normale [199] 
(sauf pour les patients porteurs de la mutation A77D, dont la saturation de la transferrine 
augmente avec l’âge [200]).  
Etant donné la faible saturation de la transferrine et la difficulté à mobiliser le fer retenu dans 
les macrophages, il y a un risque d’anémie. Ces patients ne peuvent donc pas être traités 
par phlébotomie. 
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Modèles murins : La délétion complète de Fpn chez la souris n’est pas viable [17], montrant 
le rôle fondamental de la ferroportine pour l’organisme. Toutefois, le développement 
embryonnaire est possible si la ferroportine est correctement exprimée au niveau des 
surfaces d’échange materno-fœtales. Les souris naissent anémiques, et le fer s’accumule 
dans les entérocytes dès une semaine après la naissance. Ce modèle est donc représentatif 
de la maladie de la ferroportine, mais pas de l’hémochromatose de type IV. 
Le modèle murin déficient en ferroportine dans les entérocytes est déficient en fer [17] : il 
développe une anémie, et son fer hépatique est diminué par rapport à celui d’une souris WT. 
Cette anémie est toutefois corrigée par une injection intraveineuse de fer dextran, qui court-
circuite l’absorption et le recyclage du fer pour le mettre à disposition des cellules. Le modèle 
murin délété de Fpn dans les macrophages [201] montre une accumulation du fer dans les 
macrophages de la rate, du foie et de la moelle osseuse. Ce fer n’est toutefois pas 
mobilisable, puisque les souris sont anémiques. 
Ces deux modèles sont la preuve que l’expression de la ferroportine est indispensable à la 
fois au niveau intestinal et macrophagique 
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1.4 Surcharges en fer secondaires 
(pour revue, voir [202]) 
  Hémopathies sans transfusion 
Lorsque l’organisme est incapable de produire des globules rouges en quantité suffisante, à 
cause d’une érythropoïèse inefficace ou d’une hémolyse trop importante, pour essayer de 
rétablir le taux de globules rouges le fer est hyperabsorbé au niveau intestinal, ce qui mène à 
une surcharge martiale. L’absorption intestinale est induite en réponse à la répression de 
l’hepcidine par les facteurs érythroïdes. 
Les maladies liées à une érythropoïèse inefficace sont les thalassémies, les 
dysérythropoïèses congénitales et les anémies sidéroblastiques. Les formes intermédiaires 
de thalassémies ne sont pas traitées par transfusion : la surcharge en fer est une réponse à 
la seule répression de l’hepcidine due au signal érythropoïétique, qui domine la régulation de 
l’hepcidine par la charge en fer. 
  Surcharges par apport de fer (transfusions) 
Un apport répété et prolongé de fer par prise orale ou par transfusion peut être responsable 
d’une surcharge en fer. Cette situation est observée chez les patients β-thalassémiques 
transfusés, lors de cas d’érythropoïèse inefficace ou d’anémies hémolytiques chroniques 
nécessitant aussi des transfusions. La transfusion apporte les globules rouges nécessaires à 
ces patients qui ne peuvent en produire. Malheureusement, le fer apporté à chaque 
transfusion (200 mg par culot transfusé) n’est pas éliminé ni recyclé, et s’accumule donc 
dans les organes, causant des complications hépatiques, cardiaques et endocriniennes. Ces 
patients sont traités avec des chélateurs du fer. 
  Maladies chroniques du foie 
Certaines hépatopathies (stéatose, surcharge en fer dysmétabolique associée ou non à une 
insulino-résistance) ont pour conséquence une surcharge en fer du foie. Deux des facteurs 
causant ce genre de surcharge sont l’alcoolisme et l’hépatite chronique : dans ces deux cas, 
une diminution de l’hepcidine est observée, qu’on suppose être responsable de la mise en 
place de la surcharge martiale. 
 
2. Anémies 
Selon l’OMS, l’anémie est « définie comme tout état pathologique dans lequel la teneur en 
hémoglobine est devenue anormalement faible ». On considère les valeurs seuils en 
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dessous desquelles un individu est dit anémique à 13 grammes d’hémoglobine par décilitre 
de sang chez l’homme, et 12 grammes chez la femme (11 grammes pendant la grossesse). 
Les types d’anémie sont multiples, mais la principale reste l’anémie ferriprive, qui se met en 
place suite à une dénutrition ou à une carence en fer alimentaire. Il a été montré que 
l’anémie, par excès de production d’hepcidine, peut aussi s’installer dans le cas 
d’inflammations chroniques, ou dans de rares cas d’anémies génétiques.  
Environ le tiers de la population mondiale, soit plus de deux milliards de personnes, est en 
situtation de carence martiale, sans obligatoirement être anémié. Cet état est surtout 
retrouvé en Afrique et en Asie, et touche particulièrement les enfants et les femmes 
enceintes. 
2.1 Anémie ferriprive 
(pour revue, voir [203]) 
L’anémie par carence en fer, ou anémie ferriprive, est la forme la plus courante d’anémie : 
c’est une maladie acquise due à une carence alimentaire en fer ou à des pertes sanguines 
importantes. Chez des patients atteints d’anémie ferriprive, il a été observé des taux 
d’hepcidine urinaire très faibles voire indétectables [78] [144] ; l’organisme essaie de pallier 
le manque de fer en diminuant la synthèse de l’hormone. Tout le fer disponible étant utilisé 
dans l’érythropoïèse, cette expression d’hepcidine basse n’entraîne pas de surcharge en fer. 
L’anémie ferriprive est caractérisée par une faible concentration de ferritine sérique, 
indiquant la diminution des réserves en fer de l’organisme, une saturation de la transferrine 
basse, et une augmentation de la forme soluble de TfR1 (table 2). 
 Degré d'atteinte de l'anémie 
Paramètres sanguins Normal Faible Modéré Sévère 
Ferritine sérique (g/L) 15-100 15-30   10-20 <10 
TfR1 soluble (mg/L) 1-1,5 1-2,5 2,5-4 >4 
Hémoglobine (g/L) 13-15 13-15  10-12 <10 
Saturation de la transferrine (%) 20-40 20-30 15-25 <15 
     
Table 2: Evolution des paramètres sanguins dans l'anémie ferriprive (d’après [203]) 
     
 
L’amélioration de cette forme d’anémie passe par la supplémentation orale de fer. Les 
capacités d’absorption intestinale du métal étant limitées, la réponse au traitement est lente. 
Il est possible d’augmenter l’absorption par un régime riche en fer héminique. 
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2.2 Anémie des états inflammatoires chroniques 
L’apparition d’une anémie est un phénomène très courant dans les maladies inflammatoires. 
La réaction inflammatoire entraîne la sécrétion de cytokines capable d’activer l’expression de 
l’hepcidine (voir II-2.3.2 Régulation de l’hepcidine par l’inflammation). Les agents pathogènes 
récupèrent le fer de leurs hôtes pour leur prolifération. Par son action hyposidérémiante, 
l’hepcidine aide à lutter contre l’infection en limitant de manière très rapide le fer circulant, 
diminuant d’autant le fer disponible pour les organismes pathogènes. L’expression 
d’hepcidine en réponse à la réaction inflammatoire cause la séquestration du fer dans les 
macrophages. Les besoins en fer de l’érythropoïèse ne sont plus satisfaits, ce qui entraîne, 
sur le long terme, le développement de l’anémie. 
L’anémie chronique inflammatoire est une anémie modérée, normocytaire au début. Cette 
forme d’anémie est la deuxième anémie acquise en terme de fréquence, après l’anémie 
ferriprive. Le fer sérique est faible, la ferritine sérique reste normale, voire légèrement 
augmentée, indiquant que les stocks de fer sont conservés. Le fer retenu dans les 
macrophages inactive les IRP, menant à une augmentation de la transcription de la ferritine, 
qui se retrouve dans la circulation. 
Paramètres sanguins/Statut en fer Normal Anémie inflammatoire chronique 
Hémoglobine (g/dL) 13-15  9-12 
Saturation de la transferrine (%) 20-40 <10-20 
Ferritine sérique (g/L) 15-100 100-1000 
TfR1 soluble (mg/L) 1-1,5  1-2 
   
Table 3: Paramètres sanguins dans l'anémie inflammatoire chronique 
(d’après [203]) 
   
 
Un traitement de cette anémie par apport de fer oral n’est pas efficace ; en effet, la 
surexpression de l’hepcidine bloque tout le fer absorbé dans les entérocytes, et le fer recyclé 
dans les macrophages. La mobilisation du métal pour corriger l’anémie n’est donc pas 
possible. Il faut donc envisager de traiter l’inflammation ; lorsque le traitement est efficace, 
on observe généralement un retour à la normale des paramètres sanguins. 
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2.3 Anémies génétiques 
2.3.1 Thalassémies 
(pour revue, voir [204]) 
Pathologie : Les thalassémies sont les formes d’anémies héréditaires les plus courantes. 
Elles ont pour cause des mutations affectant l’expression ou la structure des chaînes α (α-
thalassémies) ou β (β-thalassémies) de l’hémoglobine. Ces mutations sont transmises sur un 
mode autosomique récessif. D’après l’OMS, 1 à 5% de la population mondiale serait 
porteuse d’une mutation sur un gène codant pour la chaîne β de l’hémoglobine ; chaque 
année, 60000 enfants souffrant d’une β-thalassémie naissent, principalement dans le bassin 
méditerranéen, au Moyen-Orient et en Asie. Les mutations responsables de l’α-thalassémie 
sont encore plus fréquentes et plus globalement réparties. 
Plus de deux cents allèles β-thalassémiques ont déjà été décrits. Les mutations 
correspondantes peuvent affecter la séquence ARNm, la séquence peptidique, ou aussi 
déléter une partie de la protéine. Certaines vont aussi causer une diminution de l’expression 
du gène et de la synthèse de la protéine, en affectant directement sa séquence, ou en 
mutant les éléments régulateurs du gène en amont de la séquence codante. En fonction de 
la mutation et de la combinaison allélique chez le patient, il existe trois niveaux de β-
thalassémie (mineure, intermédiaire, et majeure), selon si l’expression de la chaîne β de 
l’hémoglobine est seulement réduite ou complètement abolie. La maladie cause une pâleur 
et une hépatosplénomégalie, ainsi qu’une sévère anémie hypochrome et microcytaire. Sans 
traitement, un individu souffrant de thalassémie décède au cours de ses deux premières 
décennies. 
Les thalassémies majeures sont traitées par transfusions, afin d’apporter les globules rouges 
nécessaires et rétablir le taux d’hémoglobine à plus de 9-10 g/dL. Malheureusement, les 
transfusions répétées causent une surcharge martiale qui doit être traitée par injection de 
chélateurs de fer. A ce jour, un grand nombre d’études est en cours pour mettre en place 
des traitements par thérapie génique. 
Modèles murins : A l’image des mutations responsables des thalassémies, les modèles 
murins développés pour étudier cette maladie sont nombreux : ils présentent à la fois 
l’anémie due à un défaut de synthèse de l’hémoglobine, et la surcharge martiale résultant du 
manque d’utilisation du fer, caractéristiques de cette maladie. 
 
60	  
	  
2.3.2 Anémies sidéroblastiques et non sidéroblastiques 
(pour revue, voir [205]) 
Pathologie : Outre les thalassémies, il existe d’autres formes d’anémies génétiques, 
beaucoup plus rares et de découverte plus récente. Elles sont dues à des anomalies 
d’absorption et/ou d’utilisation du fer. Parmi les maladies génétiques, on distingue les 
anémies sidéroblastiques, caractérisées par une accumulation du fer dans les mitochondries 
et une surcharge martiale de l’organisme, et les anémies non-sidéroblastiques, causées par 
des mutations dans les gènes des protéines du transport de fer à travers les membranes 
biologiques. 
Les anémies sidéroblastiques sont caractérisées par la présence de sidéroblastes, des 
accumulations de fer libre dans les mitochondries, organisés en couronne autour du noyau 
des érythroblastes de la moelle [206]. Cette surcharge très localisée reflète un défaut de 
synthèse de l’hème [207]. Parmi les mutations identifiées chez des patients souffrant 
d’anémie sidéroblastique, la plus fréquente est une mutation sur le gène ALAS2, qui code 
pour l’isoforme érythroïde de la première enzyme de biosynthèse de l’hème [207]. D’autres 
mutations ont été trouvées dans des gènes impliqués dans l’assemblage et le maintien des 
clusters Fe-S [208] [209], mais elles ne suffisent pas à expliquer tous les cas d’anémies 
sidéroblastiques. 
Les anémies non-sidéroblastiques correspondent à des défauts d’acquisition ou 
d’utilisation du fer. Les mutations causant la maladie ont été observées dans plusieurs gènes 
des acteurs du métabolisme du fer (voir table 4). 
Modèles murins : L’étude de modèles animaux a permis d’identifier des gènes dont la 
mauvaise expression peut causer une anémie (table 4). Dans certains cas, des mutations 
correspondant aux modèles animaux ont été identifiées chez des patients humains. Certains 
gènes, mutés chez la souris de manière viable, n’ont pas encore été associés à des anémies 
génétiques chez l’Homme, mais constituent de bons candidats. 
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Maladie Gène muté Symptômes chez l'Humain 
Modèles 
animaux 
Anémie 
sidéroblastique 
ALAS2, ABCB7, 
GLRX5 
Anémie 
microcytaire, 
surcharge martiale 
Poisson-zèbre 
Sauternes (sau) et 
Shiraz 
Anémie 
microcytaire 
hypochrome 
DMT1 
Anémie 
microcytaire, 
surcharge martiale 
Souris mk, rats 
Belgrade 
Pathologie de la 
ferroportine FPN 
Anémie peu 
sévère, surcharge 
martiale des 
macrophages 
Poisson-zèbre 
weissherbst (weh) 
Atransferrinémie 
héréditaire Transferrine 
Anémie 
hypochrome, 
surcharge 
martiale, 
hépatomégalie 
Souris hpx, 
poisson-zèbre 
gaviHE067 et 
gaviIT029 
Acéruloplasminémie 
héréditaire Céruloplasmine 
Surcharge 
martiale 
hépatique, 
diabète, fer 
plasmatique faible 
et ferritine 
plasmatique 
élevée 
Souris Cp-/- 
Anémie 
hypochrome STEAP3 
Anémie peu 
régénérative, 
surcharge martiale 
Souris Steap3-/- 
? TFR1   Poisson-zèbre Chianti (cia) 
? Hephaestine   Souris Sex Linked anemia (sla) 
? DCYTB   Souris Dcytb-/- 
    
Table 4: classification des anémies génétiques sidéroblastiques et non-
sidéroblastiques  (maladies humaines et modèles animaux correspondants) 
(d'après [205])   
?= pas d'équivalent humain identifié pour le gène en question 
 
2.3.3 IRIDA : Iron Refractory Iron-Deficiency Anemia 
(pour revue, voir [210]) 
Pathologie : L’IRIDA est une forme rare d’anémie génétique, transmise sur le mode 
autosomique récessif. C’est une anémie ferriprive microcytaire, non-inflammatoire, et qui 
n’est pas corrigé par le fer oral. L’anémie est détectée dès la petite enfance ; le fer sérique 
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est très bas (inférieur à 2-5µmol/L), la saturation de la transferrine et la ferritine sérique sont 
aussi très basses.  
En 2008, la première mutation responsable de cette anémie a été identifiée dans le gène 
TMPRSS6, codant pour la protéine Matriptase-2 (MT2) [211]. Depuis, quarante mutations 
capables de causer une IRIDA ont été identifiées dans ce gène, chez cinquante patients 
répartis dans trente-quatre familles. Les mutations sont variées : dix-huit mutations faux-
sens, quatre mutations non-sens, neuf décalages du cadre de lecture, une délétion sans 
décalage, et huit mutations dans les introns affectant probablement l’épissage de l’ARNm 
(table 5). Comme pour l’hémochromatose, les patients souffrant d’IRIDA peuvent être 
homozygotes pour la mutation, ou hétérozygotes composites. 
Référence Mutation du gène TMPRSS6 
Changement 
protéique 
Domaine de 
MT2 affecté Type de mutation 
[211] c.1324 G>A G442R CUB2 
[211] c.1561 G>A D521N LDLRA2 
[211] c.2320 C>T R774C Protéase 
[212] c.467 C>A, c.468 C>T A118D SEA 
[213] c.1564 G>A E522K LDLRA2 
[214] c.1982 G>C S623T Protéase 
[215] [216] c.422 A>G Y141C SEA 
[215] c.749 T>C I212T SEA 
[215] C.926 G>A R271Q CUB1 
[215], [217] 
[218] [214] c.1025 C>T S304L CUB1 
[215] c.1642 C>A C510S LDLRA2 
[219] c.2137 C>T L674F Protéase 
[220] c.2105 G>T C702F Protéase 
[220] c.2383 G>A V795I Protéase 
[221] c.1807 G>C G603R Protéase 
[222] c.704 T>C L235P CUB1 
[222] c.1235 A>G Y418C CUB2 
[222] c.2293 c>G P765A CUB2 
[222] c.340 G>A E114K SEA 
Mutations faux-sens 
[211] c.1065 C>A Y355X CUB2 
[218] c.1179 T>G Y393X CUB2 
[218] c.1795 C>T R599X CUB2 
[215] c.1796 C>A S561X Site d'activation 
Mutations non-sens 
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[211, 218] c.1906_1907insGC K63fs Protéase 
[211] c.1813delG A605fs Protéase 
[211] c.1383delA E461fs LDLRA1 
[212] c.2172_2173insCCC P686fs Protéase 
[215] c.611delC L166fs SEA 
[215] c.790delG Q229fs CUB1 
[215] c.855delG W247fs CUB1 
[215] c.1822_1823incCC S570fs Site d'activation 
[219] c.497delT L166fs SEA 
Décalage du cadre de 
lecture 
[214] g.29139_30192 del1054 
délétion de 30 
aa LDLR 1/2 
Délétion sans 
décalage du cadre de 
lecture 
[211] [219] IVS13+1G>A c.1582+1G>A LDLRA 2 
[211] IVS16+1G>C c.2140+1G>C Protéase 
[211] IVS15-1G>C c.1869-1G>C Protéase 
[223] IVS6+1G->C c.658+1G>C CUB1 
[224] IVS17-1G>C c.2278-1G>C Protéase 
[221] IVS7+1G>T c.863+1G>T CUB1 
[218] [217] IVS8-1433del9 c.1001-11_1001-3 CUB2 
[217] IVS15-21C>G c.1869-21C>G ? 
Mutations introniques 
(problème 
d'épissage?) 
     
Table 5: Mutations du gène TMPRSS6 identifiées dans des cas d'IRIDA 
(d'après [210]) 
 
La particularité de cette forme d’anémie est une expression d’hepcidine constitutive, 
anormalement élevée en réponse à la carence en fer de l’organisme. En effet, malgré une 
déficience en fer importante, la synthèse d’hepcidine n’est pas inhibée, et l’hepcidine 
plasmatique et urinaire restent élevées [211] [212] [222]. Ce défaut de répression de 
l’hepcidine montre que MT2 est impliquée dans la régulation négative de l’hepcidine.  
Le traitement des patients IRIDA par administration de fer intraveineux permet de restaurer 
un stock de fer et d’augmenter le taux d’hémoglobine pendant plusieurs mois, voire plusieurs 
années après l’arrêt du traitement [223] [213]. Les auteurs n’expliquent pas comment le fer 
peut être mobilisé, mais Ramsay et al. [212] ont montré une accumulation du fer dans le foie 
après injection de fer intraveineux chez un patient IRIDA. Cette surcharge en fer a pu être 
diminuée par injection d’EPO : le fer hépatique est mobilisé pour répondre à l’érythropoïèse 
induite par l’EPO. Le fer phagocyté en très grande quantité par les macrophages est exporté 
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de manière beaucoup plus lente à cause de la surexpression d’hepcidine, mais permet 
quand même de corriger l’anémie. 
De manière surprenante, l’apport simultané de fer oral et d’acide ascorbique a permis de 
complètement corriger l’anémie chez une jeune fille atteinte d’IRIDA [225]. Ce mécanisme 
reste encore incompris, mais deux explications peuvent être avancées. L’acide ascorbique 
favorise le passage de IRP1 à l’état aconitase (inactif), ce qui permet d’augmenter 
l’expression de la ferroportine et donc le passage du fer dans la circulation. Il est aussi 
possible que l’acide ascorbique favorise l’absorption de fer au niveau entérocytaire, et 
augmente ainsi la quantité de fer disponible dans les entérocytes pour passer dans le sang. 
Modèles murins : Des modèles murins, délétés du gène Tmprss6 [75], ou mask, dont la 
protéine a son domaine actif supprimé [226], confirment le rôle d’inhibiteur de l’hepcidine 
pour MT2 : ces souris présentent une expression d’hepcidine anormalement élevée tout au 
long de leur vie. Leur fer sérique est bas, leurs réserves en fer sont diminuées, et elles 
développent une anémie microcytaire. 
Chez la souris Tmprss6-/-, la quantité de ferroportine à la membrane des entérocytes est 
diminuée [75], confirmant l’impact de la surexpression de l’hepcidine sur la stabilité de la 
ferroportine. 
 
3. Digénisme 
La transmission digénique, c’est-à-dire une situation dans laquelle deux gènes influencent 
leurs expressions réciproques (et ici, le développement de la maladie), a été observée dans 
certaines pathologies décrites ci-dessus. 
Les cas de digénisme sont assez fréquents dans l’hémochromatose. Par exemple, des 
individus porteurs de la mutation HFE C282Y à l’état homozygote peuvent être 
hétérozygotes pour un autre gène de l’hémochromatose (HAMP, HJV, TFR2): ce génotype 
augmente les risques de développer la maladie. Jacolot et al. [227] ont identifié dans une 
cohorte de patients homozygotes HFE C282Y, des mutations du gène HAMP chez les cinq 
patients présentant la surcharge la plus importante. Dans un autre cas, une mutation a été 
identifiée dans le site BMP-RE du promoteur du gène HAMP [228] couplée à la mutation 
HFE C282Y. Ce patient double hétérozygote présente une surcharge hépatique importante 
que les saignées n’améliorent pas. 
Comme pour HFE, certains patients homozygotes pour une mutation TFR2 présentent aussi 
un allèle muté pour un autre gène de l’hémochromatose : par exemple, Mattman et al. [229] 
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ont montré chez un patient américain d’origine portugaise, homozygote TFR2 
Q690P/Q690P, qu’il portait aussi un allèle HFE H63D ; la phlébotomie ne fonctionnait que 
modérément dans son cas, laissant supposer que cet allèle HFE aggrave la pathologie. 
Il a été montré chez un patient hétérozygote HJV R176C/G320V et homozygote HFE 
H63D/H63D l’apparition des symptômes de l’hémochromatose juvénile seulement [230]. On 
voit dans ce cas que l’hémochromatose juvénile se développe plus précocement, et il est 
possible que la mutation HFE présente chez ce patient ait encore amplifié les symptômes 
des mutations HJV. 
 
4. Traitements et cibles 
L’hepcidine est la cible principale pour la régulation de l’homéostasie du fer au niveau 
systémique : pour la surcharge en fer des cas d’hémochromatose comme pour les anémies 
inflammatoires et génétiques, c’est une dérégulation de l’expression de l’hormone qui cause 
les maladies. La maîtrise de l’expression de l’hepcidine de manière thérapeutique permettrait 
de faciliter les traitements de ces différentes maladies. Plusieurs molécules ou modèles 
génétiques ont été développés ces dernières années dans ce but. 
Les mini-hepcidines, des petits peptides lipophiles, ont été fabriquées dans le but de mimer 
l’effet de l’hepcidine ; elles peuvent être administrées par voie orale, et ont permis de 
diminuer la surcharge en fer dans des modèles murins d’hémochromatose [80] [79]. De 
même, la surexpression de l’hepcidine par diminution de l’expression de MT2, son inhibiteur, 
a permis de diminuer la surcharge en fer chez des souris Hfe-/- [231] [232]. 
La régulation de l’hepcidine permettrait aussi de diminuer la surcharge en fer observée dans 
les cas de thalassémie. Il a été montré chez les souris Hbbth3/+, un modèle murin de 
thalassémie intermédiaire, une amélioration de l’anémie en diminuant l’expression de MT2 
(par délétion du gène Tmprss6 [233] ou par des oligonucléotides antisens de deuxième 
génération (ASOs ; [232]), ce qui augmente l’expression d’hepcidine. 
La situation inverse, avec une diminution de l’expression de l’hepcidine, permettrait de 
soigner l’anémie. L’administration du LDN-193189, un antagoniste des BMP-R de type I, ou 
de ALK3-Fc, empêche l’expression de l’hepcidine et le développement de l’anémie 
inflammatoire chez des souris injectées avec la cytokine IL-6 [234]. De même, l’inhibition de 
la phosphorylation de STAT3 a permis d’inhiber l’expression de l’hepcidine dans des 
hépatocytes primaires [235]. 
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Un grand nombre de molécules est donc susceptible de pouvoir réguler l’expression 
d’hepcidine in vivo (voir table 6). Le choix du traitement potentiel doit toutefois prendre en 
compte les interactions existant entre les voies de régulation et les perturbations pouvant 
être générées par les mutations d’un des acteurs de ces voies. 
Cible du produit Produit 
Expression 
hepcidine? Référence 
TMPRSS6 siRNA  Augmente [232] 
  ASOs  Augmente [231] 
  BMP6  Diminue [236] 
BMP-R dorsomorphine  Diminue [237] 
  LDN-198189  Diminue [234] 
FPN minihepcidines  Augmente [79, 80] 
BMP6 s-HJV.Fc  Diminue [121] [238] 
  anti-BMP6  Diminue [102] 
STAT3 AG490  Diminue [235] 
IL-6R anti-IL-6R  Diminue [239] [240] 
Hepcidine 
Spiegelmer 
NOX-H94  Diminue [241] 
    
Table 6: Cibles et produits utilisés pour réguler l'expression d'hepcidine 
(d'après [242])   
 
IV- Protéases : fonction et fonctionnement 
(pour revue, voir [243]) 
1. Généralités 
Les protéases (ou peptidases) sont des enzymes spécialisés pour une réaction chimique 
courante : l’hydrolyse d’un lien peptidique entre deux acides aminés d’une protéine. 
Les protéases sont classées en six catégories distinctes : Sérine protéases, Aspartate 
protéases, Glutamate protéases, Cystéine protéases, Thréonine Protéase, et 
métalloprotéases. Aucune glutamate protéase n’a toutefois encore été identifiée chez les 
mammifères. Aspartate, Glutamate et métalloprotéases utilisent une molécule d’eau comme 
nucléophile pour attaquer le lien peptidique de leur substrat ; pour les autres catégories (Cys, 
Ser ou Thr), le nucléophile nécessaire à la lyse du lien peptidique est un acide aminé précis, 
localisé dans le site actif, et qui donne son nom à la classe de protéase correspondante. 
La dernière publication de MEROPS (merops.sanger.ac.uk, [244]), une banque de donnée 
des protéases et de leurs inhibiteurs, propose 1008 entrées pour les protéases humaines et 
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leurs homologues, en incluant un grand nombre de pseudogènes et de séquences 
proteases-like dérivant d’insertions rétrovirales dans notre génome. Le Mammalian 
Degradome Database (degradome.uniovi.es, [245]), qui ne prend pas en compte les 
pseudogènes et les homologues, indique actuellement 569 protéases humaines classées en 
68 familles. Les Sérine protéases et les métalloprotéases sont les plus nombreuses (table 7). 
   Classe catalytique 
 Total Aspartate Cystéine Métallo Sérine Thréonine 
Protéases Humaines 578 21 161 191 178 27 
Protéases murines 664 27 178 206 227 26 
Protéases de rat 652 24 173 200 226 29 
              
Orthologues rat/humain 546 21 148 185 166 26 
Orthologues Rat/souris 608 24 164 199 195 26 
              
Rongeur-spécifique 62 3 15 14 30 0 
       
Table 7: Classification des protéases chez l'Homme, la souris et le rat (d'après The Mammalian 
Degradome Database) 
 
De manière intéressante, les rats et les souris possèdent plus de gènes codant des 
protéases que les humains, en dépit de leur taille de génome plus réduite. Les oiseaux, les 
amphibiens et les poissons expriment aussi un grand nombre de protéases (environ 320 
pour le poulet, 280 chez le xénope et 500 chez le poisson-zèbre). La drosophile en possède 
plus de 600 gènes. 
La structure des protéases va d’une simple unité catalytique (environ 20 kDa) à des 
machineries de dégradation sophistiquées, comme le protéasome (0.7 à 6 MDa). De 
nombreuses protéases comportent des domaines non-catalytiques comportant des signaux 
architecturaux pour adresser correctement la protéase dans les compartiments cellulaires, 
des domaines auto-inhibiteurs pour empêcher une activation prématurée, ou des domaines 
facilitant les interactions entre protéines, substrats, récepteurs et inhibiteurs. La complexité 
des protéases est encore augmentée par les modifications post-transcriptionnelles qu’elles 
peuvent subir, telles les épissages alternatifs, les polyadénylations de l’ARNm de la 
protéase, ou les modifications post-traductionnelles comme des glycosylations, des 
phosphorylations ou la protéolyse. 
Le mode d’action des protéases repose sur la formation d’un complexe enzyme-substrat. 
Après une fixation temporaire du substrat sur la protéase, le complexe est dissocié et la 
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protéase intacte reste disponible pour une nouvelle réaction. La disponibilité et la quantité de 
chacun des partenaires est donc un facteur crucial à considérer pour l’efficacité de la 
réaction. 
 
2. Implication dans les mécanismes biologiques 
Les protéases régulent le destin, la localisation, et l’activité de nombreuses autres protéines, 
modulent des interactions protéine-protéine, forment de nouvelles molécules biologiques 
actives, génèrent, transmettent et amplifient des signaux moléculaires. En conséquence 
directe de toutes ces actions, les protéases influencent de très nombreux mécanismes 
physiologiques, comme la réplication et la transcription de l’ADN, la prolifération et la 
différentiation cellulaire, la morphogénèse des tissus et leur remodelage, le dépliement des 
protéines en réponse aux chocs thermiques, l’angiogénèse, la neurogénèse, l’ovulation, la 
fertilisation, la cicatrisation, la mobilisation des cellule-souches, la coagulation, 
l’inflammation, l’autophagie, la sénescence, la nécrose, et l’apoptose. 
Les altérations des systèmes de protéolyse provoquent de multiples conditions 
pathologiques telles que les cancers, les maladies neurodégénératives, et les maladies 
cardiovasculaires et inflammatoires. 
Les protéases fonctionnent généralement dans un contexte de cascade de signaux, de voies 
ou de réseaux de régulation, en association avec un grand nombre d’autres acteurs de 
régulation. 
 
3. Régulation de l’activité 
La plupart des protéases a une activité relativement aspécifique, et certaines ciblent de 
multiples substrats de manière indiscriminée, juste en fonction de leur promiscuité (comme la 
trypsine ou la protéinase K). Les protéases catalysent essentiellement des réactions 
hydrolytiques irréversibles, et par conséquent doivent être strictement régulées. Plusieurs 
mécanismes sont impliqués, depuis la régulation de l’expression du gène, jusqu’aux 
modifications post-traductionnelles, l’activation du zymogène, l’effet des inhibiteurs, 
l’adressage spécifique à un compartiment cellulaire, voire la protéolyse de l’enzyme.  
A ce jour, les mécanismes de régulation transcriptionnelle sont mal compris. L’efficacité de la 
protéolyse peut être modifiée par des changements épigénétiques dans le promoteur des 
gènes codant pour les protéases, ou des variations de la stabilité de l’ARNm. 
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L’activation des précurseurs inactifs peut être obtenue par autocatalyse, ou en impliquant 
d’autres protéases. Dans certains cas, cette activation requiert des partenaires 
supplémentaires ou des cofacteurs. 
En plus de ces mécanismes de régulation, l’oligomérisation, la séparation du site de fixation 
du substrat du reste de la protéase, l’internalisation cellulaire, voire l’autolyse de la protéase 
sont autant de moyens de réguler l’activité protéolytique. Tous ces processus doivent 
s’effectuer de manière coordonnée afin que les substrats soient correctement hydrolysés au 
bon moment et au bon endroit. 
Chez les mammifères, tous les inhibiteurs endogènes connus sont des protéines. Certains 
micro-organismes produisent toutefois de petits inhibiteurs non protéiques capables de 
bloquer l’activité protéolytique des protéases de leurs hôtes. A ce jour, le nombre 
d’inhibiteurs identifiés est bien inférieur à celui des protéases. Par exemple, chez le rat, 183 
gènes codant pour des inhibiteurs ont été identifiés, par contraste avec les plus de 600 
gènes codant pour des protéases. 
 
4. Identification des protéases et de leurs cibles 
De nombreuses protéases sont identifiées par des prédictions in silico, sans preuves 
expérimentales de leur activité enzymatique. Pour déterminer in vivo les substrats 
correspondants à ces protéases, de nouvelles techniques sont développées. Actuellement, 
l’un des procédés fréquemment utilisé est basé sur la détermination d’un site consensus de 
clivage. Cette méthode ne produit néanmoins qu’une information sur une séquence 
peptidique cible, sans démontrer qu’une cible potentielle est réellement clivée par la 
protéase dans un contexte physiologique. Les études génétiques pour identifier in vivo les 
substrats sont généralement basées sur la détection de substrats non clivés, et qui 
s’accumulent alors dans les tissus de la souris déficiente en une protéase spécifique.  
 
 
V. Les Sérines Protéases transmembranaires de type II (TTSP) 
1. Les TTSP 
1.1 Identification et caractéristiques 
Les Sérine protéases sont la famille de protéases étudiée depuis le plus longtemps ; ce n’est 
pourtant que depuis une quinzaine d’années qu’une nouvelle sous-famille a été identifiée : 
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les TTSP (Type II Transmembrane Serine Proteases). Elles sont caractérisées par la 
présence dans leur structure d’un domaine transmembranaire N-terminal, faisant d’elles des 
protéases exprimées à la surface des cellules. Chez l’Homme, la famille des TTSP 
comprend dix-sept membres, répartis en quatre sous-familles : les HAT/DESC, les 
hepsine/TMPRSS, les matriptases et la corine, qui constitue à elle seule une sous-famille 
[246] (figure 24). 
Les TTSP présentent une structure unique au sein des Sérines protéases : outre le domaine 
transmembranaire N-terminal, leur structure comporte le domaine Sérine protéase de la 
chymotrypsine, contenant les résidus catalytiques His, Asp, Ser, en C-terminal, et surtout un 
ectodomaine pouvant contenir un assortiment de un à onze domaines protéiques de six 
types différents. Leur ancrage à la membrane oriente toutes les TTSP de manière à ce que 
la courte partie N-terminale soit intracellulaire, et la plus grande partie de la structure, dont le 
domaine catalytique, soit extracellulaire (figure 24). 
 
Les domaines non-catalytiques sont indispensables pour le fonctionnement normal des 
TTSP : ils sont nécessaires à la reconnaissance et au clivage de leurs substrats 
physiologiques, ou à l’activation de la protéine. La queue cytoplasmique pourrait contribuer à 
l’adressage des protéines à des microdomaines de la membrane cellulaire. Parmi les 
domaines identifiés dans la structure des TTSP, certains sont connus pour être des 
domaines d’interaction protéine-protéine [246] [247]. 
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Les TTSP sont généralement exprimées de manière localisée, dans des types cellulaires ou 
des tissus précis : cette expression suppose un rôle spécialisé au sein de leur tissu 
d’expression (table 8). Le premier membre de cette famille à avoir été identifié fût 
l’entéropeptidase, vers 1900. Ivan Pavlov montra alors le rôle de cette enzyme dans la 
digestion. Ce n’est toutefois que 90 ans plus tard que l’appartenance de cette protéine à la 
famille des TTSP est établie. Si le rôle physiologique de certaines TTSP a pu être déterminé 
grâce aux modèles murins ou à des mutations identifiées chez l’Homme, la majorité des 
membres de cette famille nécessite encore d’avoir leur fonction biologique confirmée, et 
leurs substrats potentiels identifiés. 
TTSP Zone d'expression Technique de détection 
HAT Bronches/trachées, épiderme Immunohistochimie 
  
Vessie, cerveau, œsophage, prostate, 
moelle épinière, intestin grêle, testicules, 
langue q/RT-PCR 
DESC1 Oropharynx 
Immunohistochimie, q/RT-
PCR 
  
Epiderme, épididyme, rein, foie, poumon, 
ovaire, prostate, glande salivaire, 
estomac, thymus, utérus q/RT-PCR 
TMPRSS11A ND   
HAT-like 4 ND   
HAT-like 5 ND   
Hepsine Rein, foie, utérus Hybridation in situ 
  Oreille interne Immunohistochimie 
  
Poumon, pancréas, testicule, thyroïde, 
glande pituitaire Northern Blot 
  
Cerveau, œil, cœur, intestin, muscle, 
ovaire, peau, rate, estomac, thymus q/RT-PCR 
TMPRSS2 
Conduits biliaires, sein, bronches, colon, 
épididyme, rein, poumon, pancréas, 
prostate, glandes salivaires, intestin grêle, 
estomac 
Immunohistochimie, 
hybridation in situ 
  Cœur, foie, glandes salivaires, thymus Northern Blot 
  Œil, oreille interne, peau, testicule, utérus q/RT-PCR 
TMPRSS3 
Moelle osseuse, colon, cœur, oreille 
interne, rein, foie, poumon, modules 
lymphoïdes, ovaire, pancréas, prostate, 
muscle squelettique, estomac, testicule, 
thymus, intestin grêle, rate, amygdale q/RT-PCR 
TMPRSS4 
Vessie, colon, œsophage, rein, intestin 
grêle, estomac Northern Blot 
  Œil, poumon, peau q/RT-PCR 
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MSPL 
Cerveau, colon, cœur, rein, foie, poumon, 
monocytes, muscle, ovaires, pancréas, 
prostate, peau, intestin grêle, rate, cellules 
T, testicules, thymus q/RT-PCR 
Spinesine Moelle épinière Immunohistochimie 
  Cerveau Northern et Western Blot 
  Oreille interne, testicule q/RT-PCR 
Enteropeptidase Entérocytes (duodénum et jujénum) 
Hybridation in situ, Northern 
Blot 
  Muscle q/RT-PCR 
Matriptase 
Epithélia, œsophage, vessie, iléum, 
jejunum, rein, estomac, prostate, thymus, 
trachée, urètre, utérus 
Immunohistochimie, 
hybridation in situ 
  Ovaire, conduits pancréatiques, thyroïde 
Immunohistochimie, 
hybridation in situ 
  Rate, monocytes, cellules B Northern, q/RT-PCR 
Matriptase-2 Hépatocytes, rein, utérus Hybridation in situ 
  Oreille interne, rein, cellules de Leydig q/RT-PCR 
Matriptase-3 
Epididyme, ovaire, glandes salivaires, 
thymus, utérus DotBlot 
  
Cerveau, œil, oreille interne, foie, 
poumon, testicule, peau q/RT-PCR 
Polyserase-1 Cœur, foie, rein, poumon Northern Blot 
  Cerveau, estomac, testicules q/RT-PCR 
Corine Cardiomyocytes 
Hybridation in situ, Northern 
Blot, immunohistochimie 
  Follicules pileux 
Hybridation in situ, 
immunohistochimie 
  Rein, utérus Hybridation in situ 
  Testicule Northern Blot 
  Oreille interne q/RT-PCR 
   
Table 8: Tissus d'expression des TTSPs chez les mammifères adultes 
(d'après [248])  
 
1.2 Fonction biologique des TTSP 
Les TTSP régulent des processus cellulaires et développementaux, incluant la 
morphogénèse des tissus, l’établissement de la barrière épithéliale, le transport d’eau et 
d’ions, le transport de fer cellulaire, et la fertilisation. 
Les TTSP dont le rôle a été établi agissent par deux mécanismes principaux : premièrement, 
la modification protéolytique de la matrice extra-cellulaire, qui influence la communication 
entre la cellule et son environnement immédiat ; deuxièmement, l’activation protéolytique de 
facteurs de croissance, de précurseurs enzymatiques, de cytokines et d’hormones. 
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Par exemple, il a été montré que l’entéropeptidase, qui agit lors de la digestion, active le 
trypsinogène en trypsine au niveau des villosités intestinales du duodénum [249]. La 
protéase a ici un rôle d’activateur d’une autre enzyme. De même, la corine, exprimée au 
niveau des cardiomyocytes, change la pro-ANP (Atrial Natriuretic Peptide) en ANP, une 
hormone régulant la pression sanguine et la fonction cardiaque [250]. Ces modes de 
fonctionnement suggèrent que les TTSP sont les initiatrices des cascades de réactions 
protéolytiques. 
Plusieurs TTSP sont exprimés dans un grand nombre de tissus épithéliaux (HAT, HAT-like2, 
TMPRSS2, Matriptase). Ces protéines pourraient avoir un rôle important dans 
l’établissement de jonctions étanches entre les cellules : en effet, certaines sérine protéases 
favorisent l’établissement de ce type de jonction [251], et plusieurs études in vitro on signalé 
que la Matriptase fait partie des protéases capable de stimuler ce mécanisme [252] [253]. 
 
1.3 Activation et régulation des TTSP 
Les TTSP sont synthétisés sous forme de zymogène quasi-inactif, monomérique [246]. Leur 
activation nécessite un clivage autocatalytique ou hétérocatalytique, à la suite d’un résidu 
basique Arg ou Lys situé dans une séquence d’activation conservée à proximité immédiate 
du domaine catalytique. L’activation du zymogène est irréversible. Après l’activation, le 
domaine sérine protéase reste attaché à la membrane grâce à un pont disulfure qui le lie à 
l’ectodomaine. 
Les TTSP ont une activité de type trypsine, c’est-à-dire qu’elles clivent les liens peptidiques 
après un résidu Lysine ou Arginine. Les protéines impliquées dans l’activation des TTSP ne 
sont pas connues, mais le clivage ayant lieu spécifiquement après un résidu Arg ou Lys, il 
est possible que cette coupure soit effectuée par d’autres membres de la même famille. Un 
mécanisme d’autoactivation a aussi été identifié pour un certain nombre de TTSP in vitro, 
notamment pour l’hepsine [254], TMPRSS2 [255], TMPRSS3 [256], TMPRSS4 [257], 
TMPRSS11C [258], la Matriptase [259] et la Matriptase-2 [260]. L’autoactivation implique 
probablement une oligomérisation de ces protéases. 
Certaines extrémités cytoplasmiques contiennent des sites consensus de phosphorylation, 
qui pourraient permettre de réguler l’activité de la protéase.  
Le décrochage de la membrane de l’ectodomaine est fréquent : il a été montré notamment 
pour la Matriptase, l’entéropeptidase et la Matriptase-2, au niveau du domaine SEA [261]. Il 
pourrait constituer un mécanisme par lequel les TTSP sont actives dans l’espace 
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péricellulaire et peuvent ainsi agir sur des éléments de la matrice extra-cellulaire. Des formes 
solubles de plusieurs TTSP ont en effet été isolées in vivo [255] [262] [263] [264] [265],  
suggérant que bien qu’étant liées à la membrane cellulaire, ces protéases peuvent avoir un 
rôle à distance de leur site de synthèse. 
Les TTSP actives peuvent être régulées par des inhibiteurs endogènes, principalement les 
protéines contenant des domaines Kunitz, et les serpines. Il a été montré, par exemple, 
l’action inhibitrice de HAI-1 (Hepatocyte Growth Factor Activator Inhibitor type 1) sur la 
Matriptase [266], l’hepsine [267], et la prostatine [268]. 
 
1.4 Pathologies liées aux dérégulations des TTSP 
Etant donné que la fonction biologique de certaines TTSP n’a pas encore été établie, il est 
difficile de lier une maladie aux mutations de chacune. Les mutations de cinq gènes codant 
pour des TTSP ont été identifiées comme la cause de maladies génétiques autosomiques 
récessives chez l’Homme. 
TTSP Pathologie humaine Modèle murin et phénotype 
Hepsine ND 
Hpn-/-: développement de la cochlée 
anormal, perte auditive, déficience en 
hormones thyroïdiennes [269] 
TMPRSS2 ND 
Tmprss2-/-: pas de phénotype détecté 
[270] 
TMPRSS3 
Surdité apparaissant durant 
l'enfance, transmission autosique 
récessive [271] ND 
Entéropeptidase 
Problème de digestion, diarrhées 
chroniques, faible taux de 
protéines sériques, œdème 
généralisé [272] ND 
Matriptase 
Problème de développement de 
l'épiderme, opacification de la 
cornée, problème de 
développement des dents [273] 
St14-/- et hypomorphe: problème de 
développement de l'épiderme, 
problème de développement des dents 
[274] 
Matriptase-2 IRIDA, hyperhépcidinémie [211] 
Tmprss6-/-: anémie, 
hyperhépcidinémie [226] [75] 
Corine 
Hypertension, hypertophie 
cardiaque [275] 
Corin-/-: hypertrophie cardiaque, 
surpoids, pigmentation des poils 
anormale [250] 
   
Table 9: Phénotypes résultants des mutations des gènes des TTSP chez l'Homme et la 
souris 
(d'après [248])  
75	  
	  
Les TTSP sont toutefois très étudiées pour leur éventuel rôle dans le cancer. Ces dernières 
années, il a été mis en évidence que beaucoup sont surexprimées dans différents types de 
tumeurs. Le gène de l’hepsine est le plus exprimé, en terme de fréquence et de quantité, 
dans les cancers de la prostate chez l’Homme [276] [277]. Il a aussi été montré que la 
surexpression d’hepsine dans la prostate induit une métastase chez un modèle murin de 
carcinome non-métastatique [278]; l’induction d’hepsine dans des carcinomes ovariens 
greffés chez la souris favorise aussi leur développement [279]. Un fort taux de Matriptase est 
associé à un mauvais diagnostic pour de nombreux carcinomes humains [280]. A l’inverse, 
l’inhibition de l’activité de la Matriptase dans un modèle murin de cancer de la prostate 
permet de stopper le développement de la tumeur. 
Les voies de signalisation et les cibles moléculaires des TTSP dans les mécanismes 
cancérigènes sont mal connus. Il est suggéré que les protéases pourraient favoriser la 
croissance des cellules cancéreuses en ciblant des facteurs de la matrice extra-cellulaire, ou 
en activant par clivage des molécules associées à la croissance tumorale, comme le pro-
uPA (pro-urokinase plasminogen activator) ou le pro-HGF (pro-Hepatocyte Growth Factor) 
[281] [282] [283]. 
 
2. Exemple de la Matriptase 
2.1 Rôle physiologique de la Matriptase 
Membre de la sous-famille des Matriptases des TTSP, cette protéase est codée par le gène 
ST14 (Suppressor of Tumorigenicity 14) Elle est retrouvée à la face baso-latérale de tous les 
tissus épithéliaux orientés chez l’embryon et l’adulte [284] [285] [286] [287] [288] [282] [289]. 
La Matriptase est décrite pour la première fois en 1993 [290] : dans l’article, les auteurs 
montrent que cette protéase dégrade la gélatine et le collagène de type IV, et est inhibée par 
l’EDTA et la leupeptine. 
Plus tard, l’identification de mutations du gène ST14 chez l’Homme, et l’étude du modèle 
murin déficient en Matriptase permet de montrer que cette protéase possède un rôle 
fondamental dans la différentiation terminale de l’épiderme, et la formation de la barrière 
épidermique. En effet, les souris St14-/- meurent dans les 48 heures après la naissance 
[291], à cause d’un développement anormal de l’épiderme, l’empêchant de remplir son rôle 
protecteur et menant à la mort de la souris par déshydratation. Chez l’Homme, les allèles 
hypomorphes de ST14 causent une ichthyose et hypotrichose [292] [273]. Les mutations 
sont transmises sur le mode autosomique récessif.  
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Les différents substrats de la Matriptase sont situés à la surface de la cellule, ou dans la 
matrice extra-cellulaire [259] [283] [293] [294]. Cette activité à l’extérieur de la cellule 
confirme l’idée du rôle de la Matriptase dans la mise en place de jonctions entre les cellules. 
Comme nous l’avons vu précédemment, la Matriptase est aussi très étudiée pour son rôle 
dans le développement des tumeurs cancéreuses (voir V-1.4, Pathologies associées aux 
TTSP). 
Comme les autres TTSP, la Matriptase est synthétisée sous forme de zymogène, et activée 
par un clivage dans la séquence conservée RVGG, en amont du domaine Sérine protéase, 
par un mécanisme d’auto ou de transactivation [295] [296] [297]. Des études de mutagénèse 
dirigée ont établi que la glycosylation des domaines CUB et la présence des domaines 
LDLRA [295] sont indispensables pour l’activation du zymogène.  
La présence de lysophospholipides dans le sérum favorise aussi l’activation du zymogène in 
vivo [298]. In vitro, un pH acide (pH6) [299] ou une faible force ionique [300] vont aussi 
favoriser le clivage activateur. L’activation du zymogène, et de fait l’activité de la protéase, 
sont donc sensibles à l’environnement cellulaire. 
 
2.2 Régulation par HAI-1 et HAI-2 
Les protéines transmembranaires HAI-1 et HAI-2 possèdent des domaines Kunitz, qui sont 
impliqués dans la régulation de l’activité de la Matriptase [265] [301]. HAI-1 est retrouvée, 
comme la Matriptase, à la membrane baso-latérale des cellules épithéliales polarisées [287] 
[302]. HAI-1 et Matriptase forment un complexe stable dans le lait humain [265] et le milieu 
de culture des lignées cancéreuses [303], montrant qu’il existe entre les deux une interaction 
physiologique. L’effet carcinogène de la surexpression de la Matriptase est supprimé par une 
induction simultanée de HAI-1 [304]. Cet effet inhibiteur de HAI-1 sur l’activité de la 
Matriptase implique les domaines Kunitz1 et LDLR de HAI-1 [305] [306] et le domaine CUB2 
de la Matriptase [307].  
HAI-2 est co-exprimé avec la Matriptase et HAI-1, dans les cellules épithéliales de nombreux 
tissus [301], mais est aussi retrouvée dans les cellules non-épithéliales du cerveau et des 
ganglions lymphatiques, laissant supposer un rôle d’inhibiteur d’autres sérine protéases dans 
ces tissus. Chez la souris, la délétion du gène Spint2, qui code pour HAI-2, cause une 
mortalité embryonnaire par défaut de la fermeture du tube neural [308]. Ce défaut est corrigé 
par la délétion simultanée de St14, montrant que la Matriptase est suractivée en absence de 
HAI-2. Dans les cancers de la prostate, une augmentation de l’expression de la Matriptase 
est accompagnée par une diminution du taux de HAI-2 [309]. Très récemment, il a été 
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montré in vitro que HAI-2 inhibe le décrochage de la Matriptase de la membrane plasmique 
[310]. Cette action est médiée par le domaine Kunitz1. 
Ces deux facteurs ont donc un rôle primordial dans la régulation de l’activité de la 
Matriptase. Il est probable que les autres membres de la sous-famille des Matriptases soient 
régulés par des mécanismes et des protéines similaires. 
 
2.3 Relargage extracellulaire de la Matriptase 
Certaines TTSP sont soumises à un clivage qui décroche la plus grande partie de 
l’ectodomaine de la membrane plasmique. La purification de la Matriptase à partir de lait et 
d’urine humains [311] indique que cette protéase est soumise à ce type de clivage. De plus, 
une forme soluble de la Matriptase est sécrétée par les cellules en culture, après le clivage 
d’activation [312]. 
Le clivage a normalement lieu dans le domaine SEA, après la Glycine 149, dans une 
séquence conservée GSVIA [298], mais d’autres clivages au niveau des Lysine 189 
(domaine SEA) et Lysine 204 (domaine CUB1) ont aussi été observés. Il n’est pas encore 
clairement établi si ce clivage provient d’une auto ou transcatalyse, ou s’il fait intervenir 
d’autres protéases. 
Les formes solubles récoltées dans le milieu de culture ou dans le lait sont toutefois 
retrouvées associées à HAI-1 [265]. Etant donné que la forme inactive de la Matriptase ne 
s’associe que faiblement à HAI-1 [313], cela souligne que le clivage activateur a lieu avant le 
décrochement de la Matriptase de la membrane. 
Tous ces mécanismes d’activation, de régulation et d’action, donnent un aperçu de la 
manière dont se comportent les TTSP de la sous-famille des Matriptases. Etant donné leur 
forte homologie, il est possible que la Matriptase-2 partage avec la Matriptase des 
mécanismes de régulation, comme l’interaction avec des facteurs HAI, ainsi qu’une activité à 
distance de son point de synthèse, par libération de l’ectodomaine après clivage.  
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VI. La Sérine Protéase Matriptase-2 (MT2) 
1. Identification et expression 
La Matriptase-2 (MT2) a été identifiée pour la première fois en 2002, par Velasco et al. [260], 
par criblage d’une banque d’ADNc de foie fœtal humain. Les auteurs cherchaient à identifier 
des séquences ADN proches de celles conservées chez les membres de la famille des 
TTSP. Le gène identifié a initialement été appelé TMPRSS6 (Transmembrane Protease 
Serine 6) ; la protéine a été nommée Matriptase-2 : elle possède en effet plus de 30% 
d’homologie avec la Matriptase [260]. 
Chez l’Homme, le gène TMPRSS6 est porté par le chromosome 22 : la séquence codante 
comporte dix-huit exons, pour une protéine de 811 acides aminés [314]. Le gène Tmprss6 
est très conservé entre les espèces, depuis l’Homme jusqu’aux poissons [315]. De manière 
très intéressante, si le gène humain et le gène murin ne permettent la transcription que d’un 
seul ARN, il a été montré chez le rat que la séquence ADN pouvait coder deux formes de 
MT2 différentes [316], une forme de MT2 membranaire et une forme soluble. Cette 
distinction laisse supposer que MT2 peut aussi être sécrétée chez d’autres espèces. 
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Chez l’Homme [260], la souris et le rat adulte [316], le gène s’exprime très majoritairement 
dans le foie, exclusivement dans les hépatocytes [316] [317]. A l’âge adulte, la transcription 
est retrouvée aussi de manière beaucoup moins importante dans le rein, les cellules 
épithéliales de la cavité olfactive et l’utérus [260] [316]. Cette expression localisée est 
fréquente chez les TTSP. 
Chez la souris, durant le développement embryonnaire, Hooper et al. [316] ont montré que 
l’expression était régulée de manière précise : la transcription de Tmprss6 n’est pas détectée 
avant E10,5. Entre E10,5 et E15,5, Tmprss6 est détecté dans le foie fœtal et la cavité 
nasale, mais pas encore dans le rein. Un pic d’expression est visible à E13,5. 
 
2. Structure et activation 
2.1 Structure de MT2 
MT2 est composée, depuis l’extrémité N-terminale vers l’extrémité C-terminale, des 
domaines suivants : une courte séquence cytosolique de cinquante-deux acides aminés, un 
domaine transmembranaire, un domaine SEA (sea urchin sperm protein domain, 
enteropeptidase, and agrin), deux domaines CUB (Cls/Clr, urchin embryonic growth factor, 
and bone morphogenetic protein (BMP)-1), trois domaines LDLRA (low-density-lipoprotein 
receptor, class A), et le domaine sérine protéase de type trypsine, contenant la triade 
catalytique composée d’un résidu histidine, d’un aspartate et d’une proline [260] [314] (figure 
26). 
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MT2 contient 38 résidus cystéine hautement conservés : ils sont supposés être impliqués 
dans dix-huit ponts disulfure intracaténaires, dans la partie extracellulaire de la protéine. 
Trois d’entre eux sont localisés au niveau du domaine sérine protéase (C593-C609, C724-
C738, et C749-C778). Un quatrième pont (C559-C679) permet de lier le domaine sérine 
protéase au reste de la partie membranaire après le clivage, nécessaire pour l’activation de 
la protéine, dans la séquence d’acides aminés RIVGG située juste avant le domaine sérine 
protéase, et hautement conservée elle aussi. 
La protéine a une masse moléculaire estimée de 91 kDa. Des sites de glycosylation ont été 
identifiés au niveau des domaines SEA, CUB2 et LDLRA2 [260]. La même équipe a aussi 
identifié un site de phosphorylation potentiel au niveau de la partie cytoplasmique. Ces 
modifications post-traductionnelles font varier la masse de la protéine, qui est généralement 
détectée en Western Blot à plus de 100 kDa. 
 
2.2 Une activation en plusieurs étapes 
MT2 est retrouvée sous forme de zymogène à la membrane [316] [119], à faible activité 
catalytique. Comme pour la Matriptase, l’activation de MT2 nécessite un clivage en N-
terminal du domaine sérine protéase, après l’Arginine R576 de la séquence RIVGG (figure 
27). Velasco et al. montrent que le domaine catalytique et la séquence de clivage, fusionnés 
à la GST, sont clivés après douze heures d’incubation à 37°C [260], et que MT2 est donc 
bien responsable de son autoclivage. Lorsque la sérine de la triade catalytique de MT2 est 
mutée, la forme MT2 S726A perd son activité protéolytique : elle est incapable de 
s’autocliver lorsqu’elle est transfectée dans des cellules HEK-293; en revanche, cette forme 
de MT2 inactive est clivée lorsqu’elle est cotransfectée avec MT2 WT, démontrant 
l’existence d’une transactivation [318] [222]. 
La forme de MT2 retrouvée dans les lysats cellulaires n’est que la forme inactive : aucune 
activité de clivage n’est détectée dans les lysats cellulaires de lignées transfectées [318]. 
Toute l’activité enzymatique de la protéine se retrouve dans le milieu de culture de ces 
cellules : une fois activée, une partie de MT2 se décroche de la membrane. Cette libération 
fait suite à un clivage détachant l’ectodomaine de MT2 de sa partie transmembranaire : 
selon les études, la surexpression de MT2 WT permet d’identifier des fragments solubles 
dans le milieu de culture : ces fragments de 30 et 60 kDa [119] ou 30 et 45 kDa [318] sont 
détectables en Western Blot en conditions réduites. Le fragment de 30 kDa correspond au 
domaine catalytique, les fragments de 45 ou 60 kDa sont des fragments de l’ectodomaine 
résultant du clivage de sécrétion, respectivement dans le domaine CUB2 ou dans le 
domaine SEA (figure 27). 
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Les deux fragments restent liés par le pont disulfure C559-C679 après le clivage activateur. 
Lorsqu’elles sont transfectées in vitro, certaines formes mutées de MT2, identifiées chez des 
patients IRIDA, montrent une libération de MT2 par clivage, sans avoir subi d’activation 
[212]. D’autres mutations font perdre à la fois capacité d’activation et de décrochement [212] 
[213] [216]. 
MT2 est  retrouvée sous forme de multimères à la membrane [318]. Il est possible que cette 
polymérisation soit seulement nécessaire à la transactivation du zymogène, et non à l’action 
de clivage des cibles de MT2. 
 
Il semble que l’activité de MT2 requiert ces trois mécanismes (clivage activateur, sécrétion et 
dimérisation). L’ordre de ces trois évènements n’est pas encore clairement établi : étant 
donné que MT2 garde son activité de clivage dans le milieu de culture, le décrochement de 
la membrane plasmique n’a peut-être pas pour but de supprimer toute activité protéolytique, 
mais plutôt de l’inactiver à la membrane des hépatocytes en libérant la forme active dans la 
circulation sanguine. Il est donc possible que MT2 agisse sur ses substrats soit directement 
à la membrane, soit loin de son site de synthèse, après décrochement de la membrane 
plasmique. 
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3. Rôle et fonctionnement 
3.1 Rôle de MT2 
Lors de son identification, il a été montré que MT2 est notamment capable de cliver plusieurs 
protéines de la matrice extracellulaire, comme le collagène de type I, la fibronectine et le 
fibrinogène [260]. Cependant, après la découverte de l’implication des mutations de 
TMPRSS6 dans les cas d’IRIDA, les modèles murins déficients en MT2 ont concentré les 
études sur l’implication de MT2 dans le métabolisme du fer, et surtout sur son rôle de 
régulateur de l’hepcidine. 
Plusieurs modèles murins déficients en MT2 ont été générés : le modèle mask [226], obtenu 
par mutation à l’ENU (éthyl-nitroso-urée), et un modèle obtenu par manipulation génétique 
[319], dont la MT2 est dépourvue de tout ou partie du domaine catalytique, et le modèle 
Tmprss6-/- [75] présentent une alopécie du tronc, ainsi qu’une déficience en fer, caractérisée 
par une anémie microcytaire et un taux de fer plasmatique bas. Dans chaque cas, les 
auteurs montrent que malgré la carence en fer, l’hepcidine hépatique est fortement transcrite 
(2,5 fois plus que pour les souris WT) : MT2 est donc un important inhibiteur de l’hepcidine. 
En accord avec la surexpression d’hepcidine, la ferroportine est presque absente à la 
membrane des entérocytes, entraînant une rétention importante du fer alimentaire dans ces 
cellules. 
L’effet de MT2 sur la régulation de l’hepcidine est très important, puisque la délétion d’un 
seul allèle de Tmprss6 cause déjà une déficience en fer chez les souris en condition de forte 
demande en fer (en pleine croissance ou gestante) [319]. Les mères gestantes Tmprss6+/- 
possédant des stocks de fer moins importants que les mères Tmprss6+/+, leurs embryons 
naissent déficients en fer, quel que soit leur génotype. 
Plus récemment, a été présenté un nouveau modèle murin exprimant une forme mutée de 
MT2 appelée hem8 : la mutation obtenue par ENU cause la substitution d’un acide aminé 
dans le domaine CUB1 (I268F) [320], les souris sont anémiques et transcrivent Hamp1 à des 
taux similaires à ceux des souris Tmprss6-/-. Les auteurs montrent toutefois que cette forme 
de MT2 est exprimée autant que la MT2 WT lorsqu’elles sont transfectées dans une lignée 
cellulaire, et que l’activité de clivage de la MT2 I268F est fortement réduite. A ce jour, cette 
forme de MT2 est le seul allèle hypomorphe connu pour Tmprss6. 
 
83	  
	  
3.2 HJV et MT2 : in vitro et in vivo 
Par test luciférase, Du et al. [226] rapportent que la transfection de MT2 WT dans des 
cellules HepG2 bloque l’induction du promoteur HAMP par les cytokines IL-1α, IL-6, BMP2, 
BMP4 et BMP9. Cette inhibition n’est quasiment pas efficace lorsque l’expérience est 
réalisée avec une MT2-mask, indiquant ainsi que MT2 a bien un rôle de régulateur négatif de 
HAMP. 
Silvestri et al. ont aussi montré que dans des cellules HeLa cotransfectées coexprimant HJV 
et MT2 WT, la protéase clive la forme membranaire de HJV, résultant en la sécrétion de 
fragments de HJV différents de la forme HJV soluble obtenu après clivage par la furine [119]. 
Ces fragments solubles sont perdus lorsque HJV est exprimée avec MT2-mask, ou lorsque 
MT2 WT est cotransfectée avec une HJV mutée qui n’est pas adressée à la membrane. Le 
fragment HJV soluble généré par MT2 n’interagit pas avec BMP6, et n’inhibe pas l’induction 
du promoteur HAMP par BMP6 dans les cellules HEK293 [120]. Ce fragment de clivage n’est 
donc pas responsable de la répression de l’expression de l’hepcidine. 
Silvestri et al. indiquent aussi que MT2 n’est pas capable de cliver HJV soluble, et qu’à 
l’inverse le domaine sérine protéase soluble de MT2 seul n’est pas capable de cliver HJV à 
la membrane. Le clivage de HJV par MT2 requiert donc probablement une interaction à la 
membrane, en accord avec le fait que ces deux protéines sont synthétisées par les 
hépatocytes [317]. 
Ces résultats obtenus in vitro ont permis d’établir l’hypothèse suivante : MT2 inhibe la 
transcription de HAMP en régulant négativement la voie BMP/HJV/SMAD, par dégradation 
de HJV à la membrane. La voie BMP/SMAD serait donc constitutivement activée chez les 
patients IRIDA et les modèles murins déficients en MT2, expliquant la surexpression de 
Hamp1 et Id1, deux cibles de cette voie [226] [75] [320].  
Les souris Hjv-/- Tmprss6-/-, décrites par deux équipes [321] [319] présentent un phénotype 
de surcharge hépatique, et aucune transcription accrue de Hamp1. Ces modèles suggèrent 
donc que l’hyperhepcidinémie résultant de la déficience en MT2 nécessite bien une voie 
Bmp/Hjv/Smad efficace pour s’installer, et confirme l’interaction in vivo de MT2 et de cette 
voie. 
Cependant, certaines observations in vivo ne corroborent pas cette hypothèse. En effet, Krijt 
et al. ont montré chez les souris Tmprss6-/- [113] et les souris mask [322], contre toute 
attente, une diminution de la protéine Hjv à la membrane des cellules du foie ; la 
transcription des ARN n’est pas affectée. Si Hjv est bien la cible de MT2, il serait attendu une 
accumulation de Hjv en absence de MT2.  
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Il est aussi important de noter que selon l’hypothèse établie d’après les travaux de Silvestri 
et al., la voie BMP/SMAD est activée constitutivement ; or, aucune augmentation de la 
phopshorylation de Smad1/5/8 n’a jamais été présentée chez des souris déficientes en MT2. 
Pour compléter ces résultats, certains travaux montrent que la quantité d’HJV synthétisée 
n’est pas directement corrélée à l’expression de l’hepcidine : les souris Hjv+/-, qui n’ont que 
50% de la quantité de transcrits Hjv des souris WT [113], ou des souris surexprimant Hjv 
[323], ont un taux d’hepcidine similaire à celui des souris WT. Hjv est nécessaire, mais pas 
limitant, à l’expression de Hamp ; un système dans lequel MT2 régule la quantité de Hjv 
membranaire ne devrait donc que peu influencer la synthèse de l’hepcidine. In vivo, la 
régulation de HAMP par MT2 passe bien par la voie BMP/SMAD ; le mode d’action de MT2 
reste toutefois à éclaircir. 
 
3.3 Autres mécanismes 
Du et al. ont initialement montré que la surexpression d’une MT2 dont le domaine 
extracellulaire est remplacé par une GFP permet une répression du promoteur HAMP plus 
importante que celle due à la MT2 WT [226]. Ce résultat surprenant indique que la 
répression ne semble pas due spécifiquement au domaine sérine protéase ; ces données 
n’ont cependant jamais été confirmées ni infirmées.  
MT2 peut donc potentiellement agir sans son activité protéolytique. Les modèles murins Hfe-
/- Tmprss6-/- et Tfr2-/- Tmprss6-/- [178], contrairement aux modèles déficients en MT2 et en 
Bmp6 ou Hjv, ont un phénotype proche de celui des souris Tmprss6-/-, avec une anémie 
microcytaire et une expression d’hepcidine élevée. Ces modèles montrent qu’in vivo, MT2 
agit bien via la voie Bmp/Hjv/Smad, et non pas en interaction avec Hfe et Tfr2. 
Enns et al. [127] ont rapporté l’existence d’une triple interaction entre HJV, MT2 et 
Néogénine : la formation de ce complexe serait nécessaire au clivage d’Hjv à la membrane 
des hépatocytes. Cette hypothèse est renforcée par le fait que l’expression de la Néogénine 
est légèrement diminuée à la membrane des cellules du foie chez les souris Tmprss6-/- 
[322]. Les mutations IRIDA affectant la structure de MT2 pourrait prévenir la formation de ce 
complexe et perturber ainsi l’action de MT2 pour l’inhibition de l’hepcidine. Bien que le rôle 
de MT2 dans la régulation de l’hepcidine soit indéniable, son mode de fonctionnement, 
notamment in vivo, reste encore à approfondir. 
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4. Régulation de l’activité et de l’expression de MT2 
4.1 Par le fer de l’organisme 
4.1.1 Variations aiguës du fer 
Zhang et al. mettent en évidence, chez le jeune rat, qu’une carence aiguë de fer entraîne 
une diminution de la saturation de la transferrine très rapide (dès vingt-quatre heures), 
associée à une importante inhibition de l’expression de l’hepcidine (cent fois moins en vingt-
quatre heures) [317]. Dans ce modèle, la transcription de Tmprss6 n’est pas modifiée : 
toutefois, les auteurs observent une augmentation marquée de la protéine MT2 à la 
membrane des hépatocytes (figure 28). Bien que l’activité de MT2 ne soit pas montrée (la 
forme protéique détectée correspond à la taille du zymogène inactif), il est probable que 
cette augmentation de la protéine soit responsable de la répression de l’hepcidine. L’activité 
de MT2 serait donc régulée au niveau traductionnel et/ou post-traductionnel par des 
mécanismes à établir. 
4.1.2 Charge en fer chronique (via BMP6) 
Meynard et al. rapportent que les cellules Hep3B induites par un BMP6 recombinant voient 
leur transcrit TMPRSS6 augmenter après 9 heures de traitement [236]. Outre la 
transcription, l’expression de la protéine MT2 et son activité sont aussi augmentées. Cette 
synthèse nécessite le facteur de transcription ID1 : en effet, lorsque les cellules sont 
transfectées avec des siRNA ID1 avant l’induction par BMP6, TMPRSS6 n’est pas 
surexprimé. Aucun BMP-RE n’ayant été identifié dans le promoteur de TMPRSS6, 
l’activation de TMPRSS6 par BMP6 in vitro serait médiée par ID1, lui-même stimulé 
directement par la voie BMP/SMAD (figure 28). 
In vivo, des souris injectées avec ce même BMP6 recombinant voient leur expression 
d’hepcidine et d’Id1 augmenter 6 heures après, et celle de Tmprss6, de façon retardée, 12 
heures après l’injection. Si les souris sont traitées pendant une semaine par un anticorps 
bloquant anti-BMP6, l’expression de Tmprss6 diminue de 20% par rapport à des souris 
contrôles. 
 
4.2 Par l’hypoxie 
Lakhal et al. montrent, dans la lignée Hep3B mise en hypoxie, une augmentation significative 
des transcrits et de la protéine MT2 à la membrane des cellules [177]. Cette synthèse est 
perdue lorsque les cellules sont transfectées avec des siRNA HIF1 et HIF2, impliquant que 
la régulation de MT2 est dépendante de ces facteurs. Un HRE a été identifié dans le 
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promoteur du gène TMPRSS6, suggérant un effet direct des facteurs de transcription sur le 
gène [324]. 
L’augmentation de la protéine MT2 en condition d’hypoxie est associée à une diminution de 
HJV membranaire, et à une réduction de la réponse du BMP-RE proximal du promoteur 
HAMP. Ces deux effets sont perdus lorsque les cellules sont transfectées avec des siRNA 
MT2 ou HIF1/2 [177]. Ces variations sont en accord avec le modèle de régulation de HAMP 
par MT2 via la voie BMP/SMAD. Cependant, MT2 n’est pas la seule actrice de la régulation 
de l’hepcidine en condition d’hypoxie, car les souris Tmprss6-/- voient encore leur hepcidine 
décroître lorsqu’elles sont mises dans ces conditions [178]. 
 
4.3 Par l’érythropoïèse 
Il a été signalé dans deux études [233] [231] que la diminution de l’expression de Tmprss6 
chez des souris thalassémiques (dans un cas par délétion d’un ou de deux allèles Tmprss6, 
dans l’autre par traitement avec des oligonucléotides antisens) améliore l’anémie et réduit la 
surcharge en fer et l’érythropoïèse inefficace. Ces résultats montrent d’une part que MT2 est 
indispensable à l’inhibition de l’hepcidine par les régulateurs érythroïdes, et d’autre part que 
MT2 est une cible thérapeutique intéressante pour le traitement et l’amélioration de certaines 
thalassémies (figure 28). 
Ces études ne confirment pas une régulation directe de l’expression ou de l’activité de MT2 
par un facteur érythroïde. Toutefois, Nicolas et al. [325] montrent aussi que l’injection d’EPO 
à des souris Tmprss6-/- n’induit pas de diminution de l’hepcidine, laissant supposer que la 
protéase est indispensable pour réguler Hamp1. Très probablement, le signal érythroïde 
passant par MT2 n’est pas correctement transmis, signalant que MT2 répond aussi à 
l’érythropoïèse. 
Récemment, Diaz et al. [326] ont montré que chez des souris surexprimant l’EPO, la 
transcription de Tmprss6 est accrue. Cette augmentation n’est pas significativement 
différente des souris WT, mais étant donné que la régulation de MT2 pourrait s’effectuer au 
niveau de la protéine [236], il est possible que l’effet de l’érythropoïèse accrue sur MT2 soit 
aussi au niveau traductionnel. Les auteurs n’ont malheureusement pas regardé l’expression 
de la protéine ou son activité. 
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4.4 Internalisation 
En surexprimant MT2 dans des cellules HEK293, Beliveau et al. [327] ont décrit 
l’internalisation de MT2 dans des vésicules recouvertes de clathrine après cinq minutes 
d’incubation à 37°C. Après trente minutes, la plus grande partie de la protéine est retrouvée 
dans de grandes vésicules à proximité du noyau, colocalisées avec des marqueurs des 
endosomes précoces, menant à la dégradation de la protéine dans les lysosomes. Cette 
internalisation ne nécessite pas l’activité sérine protéase de MT2, car la forme MT2 S762A 
est aussi internalisée. Ce mécanisme est toutefois dépendant de certains résidus lysine de la 
partie intracellulaire de MT2. 
Lorsque la protéine n’est plus internalisée, l’activité de clivage détectée dans le milieu de 
culture des cellules augmente, et la quantité de HJV membranaire diminue. Dans les cellules 
HepG2, l’expression d’hepcidine endogène décroit. Ce mécanisme pourrait donc être un 
mode de régulation supplémentaire de l’activité de MT2. 
 
4.5 Inhibiteurs endogènes et exogènes 
L’interaction de la Matriptase avec HAI-1 et HAI-2 permet de réguler son activité. Etant 
donné la forte homologie de MT2 avec la Matriptase, il est fort possible que MT2 soit aussi 
régulée par un partenaire du même type. 
Très récemment, Maurer et al. ont démontré que l’activité de clivage de MT2 surexprimée 
dans des cellules HEK293 était réprimée par HAI-2 [324], aussi bien à la membrane que 
dans le milieu de culture. Ils signalent que ces deux protéines sont bien capables d’interagir 
directement, grâce aux domaines Kunitz1 et 2 de la structure de HAI-2. Ils transfectent 
ensuite des Huh7 avec HJV, MT2 et HAI-2, et montrent que la répression du promoteur 
HAMP par MT2 en présence de HJV est perdue si HAI-2 est aussi exprimée : HAI-2 est donc 
bien un régulateur négatif de MT2. 
De manière intéressante, les auteurs mettent en évidence que l’expression de HAI-2 est 
directement régulée par le taux d’oxygène : la transcription du gène HAI-2 augmente en 
condition d’hypoxie, et cette augmentation est perdue lorsque les cellules sont transfectées 
avec des siRNA HIF1 au préalable. TMPRSS6 étant augmenté en condition d’hypoxie, il est 
possible ici que HAI-2 limite l’expression de MT2 de manière retardée. HAI-1, qui interagit 
aussi avec la Matriptase, n’est ni régulé par l’hypoxie, ni capable d’interagir avec MT2. 
Cette étude met en évidence la possibilité de limiter l’expression et l’activité de MT2 par des 
interactions avec des partenaires, ce qui a déjà été démontré pour le contrôle d’autres 
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protéases. L’activité de clivage de MT2 peut aussi être inhibée par des composés chimiques 
exogènes : cette protéase est sensible à la leupeptine et à l’aprotinine, comme les autres 
TTSP. Des peptides générés in silico ont aussi été montrés comme efficaces [328], avec 
toutefois aussi un effet sur la Matriptase.  
La figure 28 résume quelques uns des mécanismes de régulation de TMPRSS6 décrits 
précédemment. Bien que tous intéressants, la majorité de ces mécanismes n’a pas encore 
été validée in vivo. 
 
 
5. Pathologies humaines associées aux mutations de TMPRSS6 
5.1 Anémies génétiques de type IRIDA 
Comme il a déjà été décrit (voir III-2.3.3, Anémies génétiques de type IRIDA), les mutations 
du gène TMPRSS6 sont généralement responsables d’une anémie génétique rare, 
réfractaire au fer. Ce phénotype étant le plus évident, MT2 a été prioritairement liée au 
89	  
	  
métabolisme du fer, mais il est possible que cette protéine soit impliquée dans d’autres 
pathologies. 
 
5.2 TMPRSS6 et cancer 
En 2006, une étude sur un groupe de femmes finlandaises a mis en évidence que 
l’expression de MT2 est augmentée dans les cancers du sein [329]. L’expression de 
TMPRSS6 est alors observée dans différentes lignées cellulaires cancéreuses : MT2 est 
détectée exclusivement dans les lignées de cancer du sein peu invasives, et dans les 
lignées issues de cancer du foie [330]. 
La surexpression de MT2 dans les lignées tumorales du sein et de la prostate réduit le degré 
d’invasion et la migration cellulaire, sans augmenter l’apoptose cellulaire [330] [331]. In vivo, 
chez la souris, la surexpression de MT2 dans les tumeurs retarde la croissance et le 
développement tumoral, décrivant ici un effecteur protecteur de la protéase. Une expression 
basse de TMPRSS6 est aussi associée à un faible risque de développer un cancer du sein 
[332]. 
 
6. Polymorphismes de TMPRSS6 
Un très grand nombre d’études d’association du génome (GWAS, Genome Wide Association 
Study) a permis l’identification de nombreux loci impliqués dans diverses maladies humaines 
communes. Parmi celles-là, il a été trouvé des associations entre des variants de TMPRSS6 
et un risque de diabète de type II [333] [334, 335], ou une expression différentielle des 
variants de TMPRSS6 selon le sexe des nouveau-nés [336], mais dans la majorité des cas, 
les variants de TMPRSS6 sont associés avec le métabolisme du fer au sens large. 
6.1 MT2, paramètres hématologiques et martiaux 
Plusieurs études indépendantes mettent en évidence des associations entre SNPs de 
TMPRSS6 et paramètres hématologiques (hémoglobine, volume globulaire moyen), ou 
TMPRSS6 et fer circulant (fer sérique, saturation de la transferrine) [337] [338] [339, 340] 
[341] [335] [342] [343]. Traglia et al. [341] montrent toutefois que les traits érythrocytaires ne 
sont pas systématiquement corrélés avec l’hepcidine plasmatique. 
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6.2 MT2 et expression de l’hepcidine 
Parmi les variants étudiés, un SNP est particulièrement fréquent : il correspond au 
changement d’un résidu Valine en Alanine (V736A), à proximité du domaine sérine protéase. 
Il est initialement identifié en 2009 [337] [338], et est fortement associé à la concentration en 
hémoglobine [338]. Nai et al. [233] expliquent que la forme alanine réprime plus efficacement 
l’hepcidine, et que le taux d’hepcidine sérique est plus faible chez les individus homozygotes 
Ala-Ala. L’hepcidine sérique est fortement corrélée avec la ferritine [341]. Les deux facteurs 
sont influencés par le sexe et l’âge. 
 
6.3 Les variants de MT2 comme facteurs de risques pour la 
surcharge ou la déficience en fer 
La « force » de l’expression des variants de TMPRSS6 est susceptible d’influencer 
l’expression basale d’hepcidine, et de fait modifient la sensibilité des individus à la charge en 
fer. L’hypothèse selon laquelle certains allèles plus ou moins fréquents de TMPRSS6 
constitueraient des facteurs de risque pour le développement d’une hémochromatose ou 
d’une déficience en fer a été démontrée par différentes études d’association. 
Beutler et al. [219] ont en effet identifiés des SNP favorisant la déficience en fer. Le variant 
MT2 R446W, par exemple, est plus présent chez la population anémique. De même, le 
variant MT2 A736V est sous-représenté chez les patients hémochromatosiques, laissant 
supposer qu’il correspond bien à un modificateur de l’expression de la maladie. 
Les effets des variants dans deux gènes d’acteurs du métabolisme du fer peuvent aussi 
s’additionner pour causer une déficience en fer, en restant asymptomatique lorsque seul l’un 
des variant est exprimé. Une étude a montré chez un jeune garçon présentant une anémie 
de type IRIDA l’existence de deux variants de DMT1 et TMPRSS6, déjà identifiés comme 
responsables d’une diminution du fer et de la ferritine plasmatique, sans pour autant causer 
une anémie lorsqu’un seul des variant est exprimé. Or, l’association de ces deux variants a 
permis le développement de l’anémie réfractaire [344]. 
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OBJECTIFS 
Lorsque je suis arrivée dans l’équipe, l’implication de la Matriptase-2 dans le métabolisme du 
fer était une découverte encore récente, datant de moins de deux ans. La caractérisation des 
modèles murins déficients en MT2 et les expériences in vitro avaient permis de poser 
l’hypothèse que MT2, un inhibiteur de l’hepcidine, fonctionnait en clivant HJV, ce qui 
interrompait le signal de la voie BMP/HJV/Smad. Toutefois, le manque d’anticorps 
reconnaissant spécifiquement HJV chez la souris empêchait de valider cette hypothèse in 
vivo. Nous disposions des souris Tmprss6-/- au laboratoire, ainsi que de plasmides codant 
pour des formes sauvage et mutées de MT2 murine. Nous avons donc voulu étudier le 
comportement et les interactions de MT2 à la fois in vivo et in vitro, afin de comprendre plus 
en détail comment cette protéase pouvait être régulée et si elle fonctionnait bien d’après 
l’hypothèse établie selon les résultats obtenus par transfection. 
J’ai commencé par caractériser un modèle murin déficient à la fois en MT2 et en Bmp6, afin 
d’étudier les interactions entre MT2 et voie Bmp/Hjv/Smad in vivo. Je me suis ensuite 
intéressée au rôle de MT2 dans la mise en place de l’homéostasie du fer durant le 
développement embryonnaire et post-natal, afin d’étudier si cette protéase agit à un âge 
précoce ou seulement une fois l’âge adulte atteint. 
J’ai ensuite étudié l’impact d’une surexpression de MT2. Ce travail a été réalisé à la fois in 
vitro, en transfectant une lignée cellulaire non hépatomateuse, pour les interactions 
potentielles de MT2 avec d’autres acteurs du fer que HJV, et in vivo, en essayant de 
développer un modèle murin de surexpression hépato-spécifique de MT2. Dans les deux 
cas, ces modèles nous ont forcés à remettre en question la pertinence de l’effet d’une 
protéine surexprimée de manière exogène. 
Enfin, la difficulté et le manque de spécificité de MT2 dans sa fonction lorsque cette protéase 
est surexprimée nous a contraint à étudier les interactions de MT2 dans un modèle plus 
physiologique, les hépatocytes primaires de souris WT et Tmprss6-/-. En parallèle, nous 
essayons d’identifier des partenaires de MT2, impliqués dans sa régulation ou dans son 
fonctionnement pour inhiber l’expression d’hepcidine, par criblage double hybride. L’un des 
partenaires identifiés a ensuite vu son interaction avec MT2 validée, et nous avons tenté 
d’établir le rôle de cette interaction. 
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RESULTATS 
Partie 1-Interaction in vivo entre la Matriptase-2 et les acteurs du métabolisme du fer 
 
Article 1 : Analyse d’un modèle murin déficient en Matriptase-2 et Bmp6 
Ces résultats ont été publiés dans l’article suivant [345] : 
Iron-deficiency anemia from Matriptase-2 inactivation is dependant on the presence of 
functional Bmp6 
*Anne Lenoir, *Jean-Christophe Deschemin, Léon Kautz, Andrew J. Ramsay, Marie-Paule 
Roth, Carlos Lopez-Otin, Sophie Vaulont and Gaël Nicolas. 
Introduction 
Au moment où nous avons commencé cette étude, l’hypothèse du fonctionnement de MT2 
pour réguler l’expression de l’hepcidine, par clivage de Hjv et interruption de la voie 
Bmp/Smad, avait été établie d’après des résultats in vitro, mais ce clivage n’avait jamais été 
validé in vivo. 
Les souris Bmp6-/- sont déficientes en Bmp6, l’activateur de la voie Bmp/Hjv/Smad ; par 
conséquent, la signalisation de la voie Bmp/Hjv/Smad est considérablement diminuée, ce qui 
cause une très faible expression des gènes cibles, dont fait partie Hamp1. L’expression 
réduite de Hamp1 chez ces souris entraîne une élévation du taux de fer plasmatique et une 
importante surcharge en fer tissulaire. Le nombre de globules rouges, l’hématocrite et le taux 
d’hémoglobine ne sont pas affectés par cette surcharge en fer. 
A l’inverse, les souris Tmprss6-/- sont déficientes en un inhibiteur de l’hepcidine : l’absence 
de MT2 cause une surexpression de Hamp1. Cette surexpression est toujours présente 
quelle que soit la charge en fer de la souris, montrant que la régulation de Hamp1 par la 
carence en fer est inopérante dans ce modèle. Chez ces souris, la surexpression de 
l’hepcidine cause une déficience en fer et une anémie de type IRIDA (Iron-Refractory Iron 
Deficiency Anemia). 
Nous avons voulu savoir si la mise en place de l’hyperhépcidinémie chez les souris 
Tmprss6-/- nécessite la présence de Bmp6, afin de confirmer ou infirmer une interaction 
entre la voie Bmp/Hjv/Smad et MT2 in vivo. Pour ce faire, nous avons généré le modèle 
murin déficient en Bmp6 et MT2, en collaboration avec les équipes d’Hélène Coppin et 
Marie-Paule Roth (pour le modèle Bmp6-/-), et de Carlos Lopez-Otin (pour le modèle 
Tmprss6-/-). 
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Résultats 
Des souris Tmprss6-/- [75] sur fond mixte 129/Ola X C57Bl/6 ont été croisées avec des 
souris Bmp6-/- [101] sur fond CD1. Les souris double hétérozygotes obtenues en F1 ont 
ensuite été croisées pour obtenir en F2 les neuf génotypes possibles, obtenus selon les 
proportions mendeliennes attendues. 
Une cohorte de deux cents souris Tmprss6 Bmp6 âgées de huit à treize semaines a été 
analysée. Les résultats des souris mâles ont été analysés séparément de ceux des souris 
femelles, les paramètres chez les souris Tmprss6+/+ Bmp6+/+ différant significativement 
entre mâles et femelles [82] [83]. Les résultats obtenus pour les femelles ont été publiés 
dans l’article correspondant ; les résultats obtenus pour les mâles sont présentés en annexe 
de ce manuscrit. 
Les souris femelles Tmprss6+/? Bmp6-/- expriment cinq fois moins de Hamp1, comparé aux 
souris Tmprss6+/+ Bmp6+/+ (WT) (1,107+/- 0,63 VS 0.283 +/-0,166). Les souris Tmprss6-/- 
Bmp6+/+ montrent une augmentation de Hamp1 (1,107 +/- 0,63 VS 3,227 +/- 1,34) (figure 
1A de l’article). Les souris femelles Tmprss6-/- Bmp6-/-, bien que déficientes en MT2, ne 
surexpriment pas Hamp1: l’expression de Hamp1 est similaire entre les souris Tmprss6-/- 
Bmp6-/- et les souris Tmprss6+/+ Bmp6-/- (figure 1A de l’article). La surexpression de 
Hamp1 observée normalement en absence de MT2 n’est pas mise en place dans le modèle 
murin que nous avons généré. Nous concluons qu’in vivo, l’hyperhépcidinémie résultant 
d’une déficience en MT2 nécessite la cytokine Bmp6. 
L’hepcidine régulant l’entrée et le recyclage du fer dans l’organisme, nous avons analysé la 
charge en fer des souris obtenues en F2. Les souris Tmprss6-/- Bmp6+/?, à cause de la 
surexpression de Hamp1, sont déficientes en fer plasmatique et hépatique, comparées aux 
souris WT (figure 1B et 1C de l’article). 
Les souris femelles Tmprss6-/- Bmp6-/- ont un taux de fer plasmatique significativement 
supérieur à celui des souris WT (41,52 +/- 1022 VS 63,13 +/- 13,47), mais reste 
significativement inférieur à celui des souris Tmprss6+/+ Bmp6-/- (63,13 +/- 13,47 VS 78,41 
+/- 4,88) (figure 1B de l’article). Leur taux de fer hépatique est aussi significativement 
supérieur à celui des souris WT (128,7 +/- 21,81 VS 365,9 +/- 344,3), mais cette surcharge 
reste significativement inférieure à celle des souris femelles Tmprss6+/+ Bmp6-/- (1543,0 +/- 
414,4 VS 365,9 +/- 344,3) (figure 1C de l’article). La correction de l’hyperhépcidinémie chez 
les souris Tmprss6-/- Bmp6-/- prévient la déficience en fer due à l’absence de MT2. Par 
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ailleurs, la déficience en MT2 permet d’atténuer la surcharge en fer résultant de l’absence de 
Bmp6.  
Dans notre modèle, les paramètres hématologique des souris femelles Tmprss6+/? Bmp6-/-, 
comme attendu, ne diffèrent pas de ceux des souris femelles WT. Les souris Tmprss6-/- 
Bmp6+/? ont, de manière similaire aux souris Tmprss6-/- décrites par Folgueras, une 
diminution significative du nombre de globules rouges, de l’hématocrite et du taux 
d’hémoglobine comparés aux valeurs des souris femelles WT (table 1 de l’article). Les souris 
femelles Tmprs6-/- Bmp6-/-, qui sont surchargées en fer, ont des paramètres 
hématologiques presque normaux, à part le nombre de globules rouges, qui reste 
significativement inférieur à celui des souris Tmprss6+/+ Bmp6+/+ (9,769 +/- 0,35 VS 9,283 
+/- 0,35). L’absence d’hyperhépcidinémie chez les souris Tmprss6-/- Bmp6-/- permet donc 
de corriger l’anémie due à la déficience en MT2. 
 
Discussion 
Les résultats de l’analyse du modèle murin Tmprss6-/- Bmp6-/- nous ont permis de confirmer 
une interaction entre la voie Bmp/Hjv/Smad in vivo : en effet, la surexpression de Hamp1 
résultant de l’absence de MT2 nécessite l’expression de la cytokine Bmp6 pour se mettre en 
place. En d’autres termes, supprimer la cytokine Bmp6 corrige le phénotype IRIDA des 
souris Tmprss6-/-. Toutefois, il existe des différences entre notre modèle et les souris 
Tmprss6-/- Hjv-/-, un autre modèle avec une voie Bmp/Hjv/Smad inefficace : les souris 
Tmprss6-/- Hjv-/- possèdent un phénotype plus proche de celui des souris Hjv-/-, avec une 
surcharge importante et des taux d’hepcidine identiques à ceux des souris Hjv-/- [321] [319], 
alors que nous avons ici montré que la délétion de Tmprss6 simultanée à celle de Bmp6 
atténue le phénotype Bmp6-/-. L’expression d’hepcidine est intermédiaire entre celle des 
souris WT et celle des souris Bmp6-/-, et la surcharge hépatique en fer est moins importante 
que chez les souris Bmp6-/- de même sexe. La surcharge étant plus importante chez les 
souris Tmprss6-/- Hjv-/-, il est possible que chez les souris Tmprss6-/- Bmp6-/-, d’autres 
Bmp puissent compenser en partie l’absence de Bmp6. Par ailleurs, les modèles Tmprss6-/- 
Tfr2-/- et Tmprss6-/- Hfe-/-, contrairement au nôtre, présentent un phénotype plus proche de 
celui des Tmprss6-/- (déficience en fer et hyperhépcidinémie) [178]. Ces modèles confortent 
donc l’hypothèse selon laquelle MT2 agit via la voie Bmp/Hjv/Smad. 
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Résultats complémentaires de l’article 1 (non publiés) 
Paramètres des souris mâles de la cohorte 
Comme nous l’avons déjà précisé, les paramètres martiaux (expression de Hamp1, fer 
hépatique et plasmatique) sont significativement différents entre mâles et femelles sauvages. 
Dans notre article n’ont été présentés que les résultats obtenus chez les souris femelles. 
Chez les souris mâles, les paramètres sont sensiblement les mêmes que ceux observés 
chez les femelles : les mâles Tmprss6-/- Bmp6-/- ne surexpriment pas Hamp1, ont des taux 
de fer hépatique et plasmatique significativement supérieurs à ceux des souris mâles WT, et 
ne sont pas anémiques. Quelques différences sont toutefois notables par rapport aux souris 
femelles. 
L’expression de Hamp1 chez les souris Tmprss6-/- Bmp6-/- est significativement inférieure à 
celle des souris Tmprss6-/- Bmp6+/? (5,436 +/- 1,77 VS 0,505 +/- 0,28), mais aussi est 
significativement supérieure à celle des souris Tmprss6+/+ Bmp6-/- (0,0475 +/- 0,06 VS 
0,505 +/- 0,28). L’hyperhépcidinémie n’est pas autant corrigée chez les mâles que chez les 
femelles (annexe 1-1). De plus, la charge en fer hépatique des souris mâles Tmprss6-/- 
Bmp6-/- n’est pas significativement inférieure à celle des souris mâles Tmprss6+/+ Bmp6-/- 
(1458,0 +/- 761,4 VS 521,8 +/- 636,6). 
La régulation de l’expression de Hamp1, et le métabolisme du fer qui en découle répondent 
donc avec une amplitude différente à la voie Bmp/Hjv/Smad selon le sexe de la souris. Cela 
est probablement expliqué par l’effet inhibiteur de la testostérone sur la synthèse d’hepcidine 
[83]. 
 
Activation de la voie Bmp/Hjv/Smad dans le foie 
Etant donné l’interaction montrée in vitro entre MT2 et Hjv, il a été supposé que la 
surexpression de Hamp1 en cas de déficience en MT2 était due à une activation massive de 
la voie Bmp/Hjv/Smad (par levée d’une inhibition au niveau d’Hjv) dans le foie. L’activation 
de cette voie est habituellement détectée par Western Blot en analysant la phosphorylation 
des effecteurs Smad1/5/8.  
101	  
	  
 
Chez les souris Tmprss6+/+ Bmp6-/- comparées aux souris WT, une diminution de phospho-
Smad1/5/8 est clairement visible (figure 29). Cette diminution est attendue, due au fait que 
l’activateur initial de la voie, Bmp6, n’est pas exprimé. Il est important de noter toutefois que, 
bien que Bmp6 ne soit plus synthétisé et que l’expression d’hepcidine soit fortement réduite, 
il existe quand même un niveau basal de phosphorylation de Smad1/5/8 chez les souris 
Tmprss6+/+ Bmp6-/- (figure 29). La diminution de phospho-Smad1/5/8 est aussi observée 
chez les souris Tmprss6-/- Bmp6-/-, et corrèle donc avec la diminution de Hamp1 observée 
dans ces deux génotypes. 
Le niveau de phosphorylation de Smad1/5/8 dans les souris déficientes en MT2 n’a jamais 
été publié : chez nos souris Tmprss6-/-, nous n’observons pas d’augmentation de phospho-
Smad1/5/8 (figure 29). Pour les souris Tmprss6-/- Bmp6-/-, cela est attendu dans la mesure 
où Bmp6 n’est pas exprimé. Pour les souris Tmprss6-/- Bmp6+/?, cela montre que la 
surexpression de Hamp1 observée en cas d’absence de MT2 n’est pas liée à une 
augmentation de la phosphorylation de Smad1/5/8. Bien qu’elle interagisse avec cette voie, 
MT2 pourrait agir sur l’hepcidine en régulant l’expression et/ou l’activité d’autres facteurs liés 
au métabolisme du fer. 
 
Détection de Hjv à la membrane des cellules hépatiques 
L’un des traits phénotypiques des souris Tmprss6-/- et mask est une diminution de 
l’expression hépatique d’Hjv membranaire [113] [322]. Il n’a pas encore été établi si cette 
diminution est bien une conséquence directe de l’absence de MT2, ou si cette diminution de 
Hjv est une conséquence de la carence en fer ou de l’anémie. Nous avons pu bénéficier du 
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fait que les souris Tmprss6-/- Bmp6-/- n’expriment pas MT2, et ne sont ni déficientes en fer, 
ni anémiques. Nous avons donc analysé l’expression d’Hjv dans la fraction membranaire de 
foie total des souris Tmprss6-/- Bmp6-/-. 
 
Les souris Tmprss6-/- Bmp6+/- ont une diminution de Hjv par rapport aux souris WT (figure 
30A), comme attendu. Les souris Tmprss6-/- Bmp6-/- ont aussi une expression de Hjv 
membranaire fortement inférieure à celle des souris WT (figure 30A). Nous avons vérifié que 
cette diminution n’était pas due à une variation de la transcription d’Hjv (figure 30B).  
Dans ce modèle murin, les paramètres hématologiques sont normaux et les souris ne 
présentent pas de déficience en fer. Elles gardent néanmoins une diminution marquée de 
l’Hjv membranaire. La diminution d’Hjv en absence de MT2 n’est donc pas une conséquence 
directe de la charge en fer du foie ou de l’anémie, mais bien de la délétion de MT2 per se. 
 
Expression hépatique de Tmprss6 et Bmp6 chez les souris femelles 
Peu de temps après la publication de l’article, il a été montré que l’expression de Tmprss6 
était régulée in vivo par Bmp6 [236]. Nous disposions alors de souris exprimant 
physiologiquement des taux de Bmp6 différents selon leur génotype, et nous avons donc 
voulu confirmer la régulation de Tmprss6 par Bmp6. Nous nous attendions à ce que 
l’expression de Tmprss6 varie en fonction du nombre d’allèle sauvage de Bmp6. 
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Chez toutes les souris, l’expression de Bmp6 est directement corrélée au génotype (environ 
deux fois plus dans les souris Bmp6+/+ que dans les souris Bmp6+/-) (figure 31A). Les 
souris Tmprss6-/-, déficientes en fer, expriment moins de Bmp6 que les souris Tmprss6+/+ 
(0,634 +/- 0,25 VS 0,394 +/- 0,15) (figure 31A). Cette diminution est expliquée par la charge 
en fer du foie moins forte des souris Tmprss6-/-, qui induit moins l’expression de Bmp6. 
En contrepartie, l’expression de Tmprss6 ne semble influencée ni par la charge en fer, ni par 
l’expression de Bmp6. Il n’y a pas de différence significative dans l’expression de Tmprss6 
pour les souris Tmprss6+/+ et Tmprss6+/- quelque soit le génotype Bmp6 (figure 31B).  
Nous avons voulu confirmer nos résultats sur une lignée hépatomateuse (HepG2). Nous 
avons mis les cellules en culture en présence d’un BMP6 recombinant commercial, du même 
fournisseur que celui utilisé par Meynard et al. Bien que le BMP6 recombinant ait fortement 
induit HAMP dans ces cellules (environ 1000 fois) (figure 31C), nous avons observé une 
tendance à la diminution de Tmprss6 en présence de BMP6, sans atteindre une différence 
significative avec l’expression des cellules non induites (1,225 +/- 0,26 VS 0,897 +/- 0,189) 
(figure 31D). Ce résultat va dans le sens de l’expression de Tmprss6 observée chez nos 
souris, mais à l’encontre des résultats précédemment publiés. En dehors de la différence de 
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lignées cellulaires utilisées, nous n’avons pas d’explication sur cette différence. Il est 
possible que la régulation de Tmprss6 par Bmp6 fasse intervenir des facteurs qui soient 
différentiellement exprimés entre Hep3B et HepG2, même si cette hypothèse n’est pas en 
adéquation avec le fait que nous n’avons pas observé de régulation de Tmprss6 par Bmp6 
chez la souris Tmprss6 Bmp6. La différence majeure entre notre modèle et les résultats in 
vivo obtenu par Meynard est une situation dans laquelle Bmp6 n’est pas induit pour nos 
animaux, et une situation dans laquelle les animaux reçoivent une injection de BMP6 ou 
d’anticorps bloquants anti-Bmp6 : une question intéressante serait alors de savoir à partir de 
quelle concentration dans le sang cette cytokine a vraiment un effet sur la régulation de 
Tmprss6. 
 
 
 
Article 2 : Régulation du métabolisme du fer par la Matriptase-2 au cours du développement 
embryonnaire et post-natal (manuscrit en préparation) 
Introduction 
Au cours du développement embryonnaire, puis pendant la période d’allaitement, l’embryon 
puis le souriceau n’ont pour seule source de fer que celle apportée par la mère, via le 
transfert materno-placentaire puis par le lait maternel. Or, durant toute cette période, les 
besoins en fer du nouveau-né sont énormes : l’expression de l’hepcidine de la mère est 
réduite au plus bas pour absorber et transmettre au souriceau de grandes quantités de fer. 
De fait, durant la grossesse, les stocks de fer de la mère sont mis à disposition de l’embryon, 
alors que le foie du nouveau-né stocke un maximum de fer pour couvrir ses besoins. Le lait 
n’étant pas riche en fer, c’est le fer stocké avant la naissance qui servira à l’érythropoïèse et 
au développement du nouveau-né. Pour établir ce stock de fer, il existe donc un transfert de 
fer materno-fœtal très important. 
La régulation négative de l’hepcidine est donc primordiale durant cette période pour favoriser 
l’absorption de fer par l’embryon. Comme nous l’avons vu dans l’introduction, l’expression de 
l’hepcidine pendant la période péri-natale est soumise à d’importantes variations sur des 
périodes courtes. Nous avons voulu savoir si MT2 est impliquée dans ces variations en 
analysant le métabolisme du fer, et plus particulièrement l’expression de l’hepcidine, durant 
cette période. Cette étude a permis d’observer plus en détail le rôle de MT2 in vivo durant les 
premières semaines de vie. 
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Résultats 
Métabolisme du fer durant le développement embryonnaire 
Un total de 160 souris (embryons ou souriceaux) sur fond génétique enrichi en Balb/C 
(quatre backcross sur ce fond génétique) a été utilisé pour cette étude. Pour les souriceaux 
sacrifiés après la naissance, les résultats obtenus sont analysés en séparant les animaux 
selon leur sexe, les paramètres hématologiques et martiaux différant significativement selon 
le sexe, comme cela a été indiqué précédemment. 
Nous avons analysé l’expression hépatique de Hamp1 chez les embryons Tmprss6+/? et 
Tmprss6-/-, afin de savoir si la surexpression de Hamp1 due à l’absence de MT2 était déjà 
installée avant la naissance. 
 
La surexpression hépatique d’hepcidine est déjà présente chez les embryons Tmprss6-/- au 
stade E17,5 (figure 32A). La déficience en fer et l’anémie qui en résultent sont aussi déjà 
détectée (figure 32B et 32C). MT2 joue déjà un rôle dans la régulation négative de Hamp1 
avant la naissance. 
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Afin de savoir si MT2 interagit avec la voie Bmp/Hjv/Smad comme chez l’adulte, nous avons 
analysé l’expression d’Hjv hépatique foetale. Les embryons Tmprss6-/- expriment moins 
d’Hjv à la membrane (figure 33A), comme observé chez les souris Tmprss6-/- adultes. Cette 
diminution n’est pas due à une variabilité de la transcription de Hjv (figure 33B). 
 
Echanges martiaux au niveau placentaire 
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La seule source d’apport de fer de l’embryon vient de la mère et passe donc par le placenta : 
différents acteurs de transfert de fer ont été identifiés à ce niveau. Le placenta est un organe 
structuré et orienté, avec une face maternelle (la decidua), tournée vers l’endomètre, et une 
face fœtale, séparée du côté maternel par le labyrinthe (figure 34A). Cet organe est un lieu 
d’échange entre la mère et le fœtus. L’holotransferrine du sang maternel est capturée par 
Tfr1. Le fer est transporté à travers le placenta, et exporté dans la circulation embryonnaire 
par la ferroportine exprimée à la face fœtale. Des signaux provenant aussi bien de la mère 
que du fœtus peuvent réguler différentiellement l’expression des facteurs du fer: la face 
maternelle répond à la charge en fer de la mère, alors que la face fœtale répond à celle de 
l’embryon (figure 34B). 
Tfr1 et la ferroportine étant deux protéines cruciales pour le transfert materno-fœtal du fer, 
nous avons analysé leur expression par le placenta. 
 
La ferroportine placentaire est très fortement diminuée chez les embryons Tmprss6-/-, 
comparée aux embryons Tmprss6+/? (figure 35A). La quantité de transcrits n’est pas 
modifiée (figure 35B) : la diminution de la protéine est donc probablement la conséquence de 
la surexpression de l’hepcidine chez l’embryon Tmprss6-/-. L’expression protéique de TfR1 
est fortement diminuée chez les embryons Tmprss6-/- (figure 35C). Cette diminution 
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protéique est due à une forte diminution des transcrits TfR1 (figure 35D) via le système IRE-
IRP, causée par l’accumulation de fer dans le placenta, qui n’est plus que faiblement exporté 
à cause de diminution de la ferroportine.  
 
Expression du gène Hamp1 au cours du développement post-natal 
Nous avons ensuite analysé si MT2 intervient dans la régulation de l’expression de Hamp1 
durant la période postnatale.  
 
Nous avons observé si les souris Tmprss6+/? expriment ou non Hamp1 selon une 
chronologie similaire à celle qui a déjà été publiée (voir Introduction II-2.2.2, Expression de 
l’hepcidine dans le foie) : l’hepcidine est exprimée 3-4 jours après la naissance, puis diminue 
jusqu’à devenir indétectable entre P7 et P14, avant d’être exprimée de nouveau après le 
sevrage (figure 36). L’expression d’hepcidine à l’âge adulte est supérieure à celle observée à 
la naissance, ce qui montre que le sevrage lève une inhibition de l’hepcidine supplémentaire, 
indépendante de MT2. Les souris Tmprss6-/- surexpriment déjà l’hepcidine à P 3-4 
comparées aux souris Tmprss6+/? (figure 36). Alors que Hamp1 n’est plus exprimée chez 
les femelles contrôles de 7 et 14 jours, les souris Tmprss6-/- du même âge continuent 
d’exprimer Hamp1. A l’âge adulte, la quantité de transcrit chez les souris Tmprss6-/- est 
toujours supérieure à celle des souris contrôles (P42 et P84, figure 36). 
A tous les âges analysés, l’Hjv membranaire des souris Tmprss6-/- est moins exprimée que 
celle des souris Tmprss6+/? (figure 37A). Cette diminution n’est pas due à une transcription 
plus faible (figure 37B). 
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De plus, chez les souris Tmprss6+/?, l’Hjv membranaire semble se stabiliser dès P7, et ne 
varie pas entre P7 et P42. La régulation de Hamp1 pendant cette période n’est donc pas 
corrélée à des variations de quantité d’Hjv membranaire. Bien qu’il existe un lien entre 
l’hyperhepcidinémie et la diminution de l’Hjv membranaire, on peut constater que ces deux 
paramètres ne sont pas, ici, liés quantitativement. Par exemple, entre P14 et P42, l’Hjv 
membranaire reste stable alors que l’hepcidine augmente fortement dans les deux 
génotypes. 
 
Paramètres hématologiques des souris durant le développement post-natal 
Chez les souris Tmprss6-/- adultes, l’hyperhépcidinémie s’accompagne d’une anémie 
ferriprive. Etant donné que cette anémie existe dès le stade embryonnaire, nous avons 
analysé les paramètres hématologiques des souris âgées de 3-4 à 84 jours. 
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L’anémie, caractérisée par la diminution significative du taux d’hémoglobine et de 
l’hématocrite, est présente chez les souris Tmprss6-/- à tout âge (figure 38). L’hématocrite 
n’est pas significativement différent entre Tmprss6+/? et Tmprss6-/- les deux premières 
semaines, mais diminue significativement chez les souris Tmprss6-/- après le sevrage (figure 
38). Le nombre de globules rouges n’est pas différent en fonction du génotype et de l’âge. Le 
volume globulaire moyen des souris Tmprss6-/- est significativement inférieur à celui des 
souris contrôles à tous les âges analysés. 
  
Discussion 
Nous avons montré que l’hyperhepcidinémie et l’anémie dues à l’absence de MT2 sont 
établies quelques jours après la naissance, et même durant le développement 
embryonnaire. Les souris Tmprss6-/- naissent carencées en fer, la déficience étant déjà 
installée au stade E17,5 in utero. Nous nous sommes affranchis des variations liées au 
génotype chez la mère en utilisant des souris hétérozygotes pour le gène Tmprss6. 
L’hepcidine de la mère étant réduite au maximum durant la grossesse pour mettre le métal à 
disposition des embryons, la déficience en fer des embryons Tmprss6-/- provient bien d’un 
dysfonctionnement embryonnaire et non maternel. 
La ferroportine est exprimée principalement du côté fœtal du placenta, afin de favoriser 
l’export de fer vers l’embryon. L’hyperhépcidinémie des embryons Tmprss6-/- est 
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responsable de la diminution de la ferroportine placentaire. Tfr1 est lui exprimé du côté 
maternel du placenta, afin de capter un maximum d’holotransferrine sérique pour satisfaire la 
demande de l’embryon. Etant donné que le fer est moins exporté chez les embryons 
Tmprss6-/-, puisque la ferroportine est sous-exprimée, le métal s’accumule dans le placenta, 
sans passer dans la circulation fœtale. Les cellules placentaires perçoivent donc une 
condition de surcharge en fer, et le système IRE-IRP y répond via une dégradation de 
l’ARNm Tfr1. Il en résulte une diminution de la protéine Tfr1 pour diminuer l’entrée de fer 
dans le placenta. La régulation de l’expression des facteurs du fer au niveau placentaire est 
bien dépendante de signaux provenant de l’embryon : en effet, l’hyperhepcidinémie des 
souris Tmprss6-/- est ici due à l’invalidation de MT2, mais il semble que chez les souris 
contrôle, Hamp1 soit constamment réprimé. En considérant le placenta comme un organe 
tourné principalement vers le fœtus, il se contente, d’utiliser le fer plasmatique maternel 
comme une source de fer pour l’embryon, et non comme un régulateur.  
Cette étude a permis d’étudier plus en détail la régulation négative de l’expression de 
l’hepcidine durant le développement embryonnaire et post-natal : la synthèse de cette 
hormone est fortement régulée pendant toute cette période. En même temps, l’expression 
hépatique d’Hjv membranaire est presque constante : s’il a été montré qu’Hjv est un 
régulateur très important de l’hepcidine, son absence de variation montre qu’Hjv seule n’est 
pas suffisante pour expliquer la répression de l’hepcidine avant le sevrage. Le sevrage est 
aussi un évènement important dans la régulation de l’homéostasie du fer : la croissance de 
l’animal ralentit, le recyclage des globules rouges est mis progressivement en place, et le 
régime alimentaire de la souris s’enrichit en fer. Cet évènement réactive l’expression 
d’hepcidine après son extinction à P7.  
On montre ici que MT2 est responsable de la diminution de l’hepcidine à P7 ; la question est 
maintenant d’identifier le facteur responsable de l’activation de MT2. Or, MT2 étant fortement 
liée à l’érythropoïèse, il est possible qu’une érythropoïèse accrue juste après la naissance, 
ou un switch de l’hémoglobine fœtale vers l’hémoglobine adulte, puisse générer un signal 
capable de réguler MT2. Par exemple, l’erythroferrone, sécrété lors d’une érythopoïèse 
activée, interagit-il avec MT2 ? Est-elle capable de diminuer fortement la signalisation de 
Bmp6 sur la voie Bmp/Hjv/Smad via une modulation de l’activité de MT2 ? 
Pour résumer, nous avons démontré deux rôles inédits de MT2 dans la régulation négative 
de l’hepcidine pendant le développement embryonnaire, et durant la période post-natale 
chez la souris. 
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Partie 2- Etude de la spécificité de clivage de MT2, in vitro et in vivo 
Etude 1 : Transfection transitoire de Tmprss6 en lignée cellulaire HeLa 
Introduction 
Depuis qu’elle a été clonée et que son rôle de régulateur de l’expression de l’hepcidine a été 
identifié, les interactions et le mode d’action de MT2 ont été principalement étudiés in vitro. 
Par exemple, Silvestri [119] a montré que lorsque MT2 et HJV sont cotransfectés dans des 
cellules HeLa, MT2 clive HJV. Il en résulte une diminution de la forme membranaire d’HJV et 
l’apparition dans le milieu de culture des cellules transfectées de fragments de clivage de 
HJV, différents de ceux observées après clivage de HJV par la furine. Cette expérience a 
permis d’établir l’idée originelle du mode d’action de MT2 pour réguler l’expression 
d’hepcidine. 
Logiquement, si HJV est bien la cible de MT2 in vivo, ce corécepteur devrait s’accumuler en 
absence de MT2, puisqu’il ne serait plus dégradé. Or, comme cela est décrit précédemment, 
il a été montré qu’au contraire, l’expression de la forme membranaire d’HJV semble diminuer 
en absence de MT2 (voir Résultats I-articles 1 et 2 ; [113] [322]). 
De plus, lors de son identification, il a été montré que cette protéase peut cliver in vitro des 
protéines de la matrice extracellulaire [260], qui n’ont aucun rapport direct avec le 
métabolisme du fer. La Matriptase, la protéine possédant la plus forte homologie avec MT2, 
est aussi connue pour posséder une activité protéolytique non spécifique. 
Nous avons donc étudié le clivage d’autres acteurs du métabolisme du fer par MT2, afin de 
déterminer la spécificité de la protéase vis-à-vis de HJV in vitro. Nous avons cotransfecté 
des cellules HeLa afin d’exprimer de manière transitoire une MT2 sauvage, ou une forme 
mutée dans le domaine sérine protéase (S762A), servant de contrôle négatif. Ces travaux 
ont fait l’objet d’une présentation orale lors de l’European Iron Club en septembre 2011, à 
Louvain-La-Neuve [346]. 
 
Résultats 
Transfection des formes sauvage et mutée de MT2 en cellules HeLa 
Les cellules HeLa sont celles préalablement utilisées pour les expériences de cotransfection 
par Silvestri et al. [119] : elles n’expriment pas de MT2 endogène à un niveau détectable. 
Dans les conditions suivantes, les cellules sont transfectées avec une efficacité d’environ 
90%. Pour notre étude, nous avons utilisé deux plasmides codant pour des formes de MT2 
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humaine : la forme sauvage (WT), et une forme mutée pour la sérine de la triade catalytique 
du domaine sérine protéase, pour laquelle le résidu est remplacé par une alanine (S762A) 
(figure 41A). Cette forme mutée est supposée perdre son activité catalytique. Afin de suivre 
l’expression de la protéase exogène, et étant donné que nous ne disposons pas d’anticorps 
spécifique de MT2, une étiquette FLAG est ajoutée à l’extrémité C-terminale. Les cellules 
HeLa sont transfectées (FuGene HD, Roche) avec l’un des plasmides, puis les cellules sont 
récupérées après 48 heures d’expression. Le milieu de culture est aussi récolté, filtré pour 
éliminer les débris cellulaires, concentré et analysé. Les protéines membranaires totales sont 
séparées des protéines cytosoliques, par lyse mécanique suivie d’une ultracentrifugation. 
 
La forme zymogène, inactive, est détectée à la membrane des cellules pour les deux formes 
de MT2 ; la quantité de zymogène est toutefois plus importante pour MT2 S762A que pour 
MT2 WT (figure 39B). Dans le milieu de culture, des fragments FLAG sont détectés pour les 
cellules transfectées avec MT2 WT, similaires à ceux détectés par Silvestri et al. [119] : l’un 
vers 25 kDa, l’autre vers 50 kDa. Ces fragments correspondent respectivement au domaine 
sérine protéase seul et au fragment issu du clivage dans le domaine SEA. Aucun signal 
n’apparait dans le milieu de culture pour MT2 S762A. Cette MT2 inactive reste donc 
exclusivement sous forme zymogène à la membrane de la cellule, sans subir de clivage 
activateur ou de décrochement de la membrane plasmique (figure 39B).  
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L’activité de clivage n’est presque pas détectée dans les membranes, quelque soit la forme 
de MT2 exprimée, confirmant que la protéine détectée est bien sous une forme zymogène 
inactive (figure 39C). L’activité protéolytique, détectée par clivage d’un substrat chromogène 
(boc-QAR-amc), est retrouvée dans le milieu de culture, uniquement pour les cellules 
transfectées avec MT2 WT, confirmant que la MT2 S762A est bien inactive (figure 39C). 
 
Etude de la protéolyse par MT2 de différentes protéines impliquées dans le métabolisme du 
fer 
Une fois l’efficacité des plasmides codant les deux formes de MT2 établie, nous avons 
cotransfecté différents plasmides codant des protéines du métabolisme du fer, susceptibles 
d’être directement en interaction avec MT2 in vivo (HJV, BMP6, Néogénine) ou non (HFE, 
TFR2, EPOR). Les plasmides codant MT2 et les différentes cibles potentielles ont été 
transfectés en respectant un ratio 1:1. Nous avons ensuite étudié le profil d’expression de 
ces protéines par Western Blot, après 48 heures d’expression en présence ou non de MT2 
WT ou MT2 S762A. 
 
Lorsque HJV est exprimée seule, la protéine est retrouvée à la membrane (figure 40A), ainsi 
que sous forme soluble libérée dans le milieu de culture (figure 40B). L’expression de la 
forme membranaire est fortement réduite en présence de MT2 WT (figure 40A), et le profil 
des fragments solubles est modifié (figure 40B), montrant que MT2 clive HJV de manière 
différente de la furine. De manière surprenante, la forme membranaire de HJV est aussi 
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diminuée en présence de MT2 S762A (figure 40A). Cette diminution n’est pas expliquée par 
un clivage par MT2, car il y a très peu de fragments solubles retrouvés dans le milieu (figure 
40B), et ces derniers ont un profil similaire à ceux générés par la furine. Nous avons analysé 
la transcription du transgène CMV-HJV du plasmide transfecté : bien que la transcription 
d’HJV soit diminuée en présence de MT2, la différence de transcription n’est pas significative 
entre HJV seule et HJV co-exprimée avec une forme de MT2 (figure 40C). La diminution 
importante d’HJV en présence de MT2 S762A ne s’explique donc pas par une variation de la 
transcription du transgène. 
 
Nous avons ensuite analysé l’expression de BMP6 et Néogénine en présence des deux 
formes de MT2. BMP6, exprimé seul, est retrouvé sous une forme précurseur de 50 kDa à la 
membrane, et sous forme soluble d’environ 15 kDa dans le milieu de culture (figure 41A). La 
forme membranaire comme la forme soluble est fortement diminuée lorsque BMP6 est 
exprimé avec MT2 WT, et à nouveau, de manière surprenante, avec MT2 S762A (figure 
41A). Il y a ici une forte tendance à la diminution de la transcription du transgène CMV-BMP6 
lorsque BMP6 et MT2 sont co-exprimés, mais cette différence n’est toutefois pas significative 
(figure 41A), et surtout n’est pas spécifique de MT2 WT. 
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La protéine Néogénine est aussi fortement diminuée lorsqu’elle est exprimée avec MT2, WT 
ou S762A. Toutefois, seule la transcription du transgène CMV-NEO lorsque Néogénine et 
MT2 WT sont coexprimées est significativement inférieure à celle de Néogénine exprimée 
seule (figure 41B). 
Nous avons vérifié l’expression de MT2 selon la forme de MT2 exprimée, et la nature de la 
cible co-exprimée (figure 42A). L’expression de MT2 WT reste similaire quand elle est co-
exprimée avec HJV, BMP6 ou NEO ; de même pour MT2 S762A. Les ORF portées par les 
plasmides étant sous contrôle du promoteur CMV, la transcription n’est pas régulée par les 
protéines surexprimées dans ces cellules. 
 
 Afin de poursuivre sur la spécificité de MT2 in vitro, nous avons exprimé les deux formes de 
MT2 avec d’autres acteurs du métabolisme du fer (figure 42B). Pour HFE et TFR2, la 
quantité de protéine membranaire est fortement diminuée lorsque MT2 WT est coexprimée. 
La quantité de protéine membranaire semble aussi diminuée en présence de MT2 S762A, 
bien que moins fortement. De manière très intéressante, lorsque TFR2 est exprimé avec 
MT2 WT, un grand nombre de fragments solubles TFR2 apparaissent dans le milieu de 
culture. Au contraire, la forme TFR2 soluble générée spontanément lorsque TFR2 est 
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exprimé seul disparait totalement lorsque TFR2 est co-exprimé avec MT2 S762A (figure 
42B). Contrairement à tous les autres acteurs transfectés, EPOR ne semble pas affecté par 
l’expression de MT2, WT ou S762A, à la membrane des cellules. Il y a toutefois moins 
d’EPOR soluble dans le milieu de culture lorsque ce récepteur est coexprimé avec MT2, WT 
ou S762A (figure 42B). 
 
Confirmation de la diminution de BMP6 soluble en présence de MT2 
Afin de confirmer la diminution de la sécrétion de BMP6 en présence de MT2 WT ou S762A 
observée en Western Blot, nous avons récupéré les milieux conditionnés correspondants, 
contenant les formes solubles de BMP6, que nous avons utilisé pour induire l’expression 
d’HAMP dans la lignée hépatomateuse HepG2. 
 
Lorsque le plasmide codant pour BMP6 est transfecté seul dans les cellules HeLa, le BMP6 
sécrété est capable d’induire fortement l’expression de HAMP des cellules HepG2 (environ 
500 fois). Un milieu conditionné de cellules cotransfectées avec BMP6 et l’une des deux 
MT2 perd sa capacité d’induction de HAMP. Il s’agit donc d’un test fonctionnel qui reflète la 
diminution de BMP6 observée par Western Blot (figure 43A). 
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La diminution de la sécrétion de BMP6 par les HeLa cotransfectées correspond donc bien 
soit à une diminution de l’expression de BMP6, soit à un problème dans sa maturation, 
menant à une diminution de la quantité de BMP6 actif, soit à un clivage dégradant BMP6. 
Cette dernière hypothèse est néanmoins peu probable dans la mesure où MT2 S762A, 
dépourvue d’activité sérine protéase, diminue la quantité de BMP6. 
 
Répression du promoteur HAMP par des MT2 mutantes inactives in vitro 
En collaboration avec l’équipe de Bernard Grandchamp, nous avons aussi étudié l’effet 
inhibiteur de formes mutantes de MT2, établies d’après des mutations identifiées chez des 
patients IRIDA. 
L’étude a montré que ces MT2 perdent leur activité de clivage et une partie de leur capacité 
d’autoactivation lorsqu’elles sont transfectées dans des lignées cellulaires HeLa ou Huh7. Ce 
défaut d’activité cause le développement d’une anémie de type IRIDA chez l’Homme. Pour 
vérifier l’effet d’une mutation de TMPRSS6 sur la répression du gène HAMP, il est habituel 
d’utiliser un test luciférase : un plasmide contenant un gène codant pour une luciférase 
(généralement la Firefly) mis sous contrôle du promoteur HAMP (de 2,7 kb) est transfecté 
dans des cellules hépatomateuses (Huh7, HepG2, Hep3B, dont l’utilisation varie selon les 
travaux) avec un plasmide codant soit une MT2 WT, soit une MT2 IRIDA. La mutation est 
validée IRIDA lorsqu’elle diminue moins l’activité luciférase induite par HJV que MT2 WT. 
Dans cette étude, toutes les formes mutées, à l’exception d’un mutant faux-sens délété de 
son domaine sérine protéase, conservent tout ou partie de leur capacité à inhiber le 
promoteur HAMP en présence d’HJV. De façon surprenante, la forme MT2 S762A, qui n’a 
pas été observée dans des cas d’IRIDA mais qui est ici utilisée comme contrôle inactif, 
réprime autant le promoteur HAMP que MT2 WT. Les formes mutées de type IRIDA 
conservent une capacité d’inhibition du promoteur légèrement inférieure à celle de MT2 WT, 
mais gardent néanmoins une forte capacité de répression. Une autre équipe a depuis obtenu 
le même résultat [358]. 
Cette étude montre que le test luciférase HAMP n’est sans doute pas assez fiable, voire est 
artefactuel, pour la validation fonctionnelle des mutations IRIDA. Nous proposons plutôt de 
doser l’activité de clivage de MT2 dans le milieu de culture des cellules transfectées, grâce à 
un substrat chromogène. Cette étude a fait l’objet d’une publication [222], dont je suis 
signataire, dans Human Mutations (voir article en Annexe 2). 
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Discussion 
La transfection de deux formes de MT2 humaine, sauvage et mutée dépourvue d’activité 
catalytique sérine protéase, a permis de montrer qu’entre nos mains, MT2 WT est bien 
capable de s’autoactiver en clivant à la fois dans la séquence RIVGG pour libérer le domaine 
sérine protéase, et en se clivant au niveau du domaine SEA pour détacher l’ectodomaine de 
la partie transmembranaire de MT2. Sans activité protéolytique, MT2 transfectée dans les 
cellules HeLa reste exprimée exclusivement à la membrane des cellules sous forme 
zymogène inactif. En conditions basales, les cellules HeLa n’expriment pas du tout de MT2, 
contrairement aux lignées de cellules hépatomateuses HepG2, Hep3B ou Huh7 (résultats 
personnels non montrés). Les cellules HeLa expriment toutefois la Matriptase. Nous nous 
sommes demandé si une autre TTSP exprimée de manière endogène par les cellules HeLa 
(potentiellement la Matriptase) pourrait activer MT2 par clivage après l’arginine 576. Dans 
notre étude, bien que la Matriptase soit exprimée de manière endogène par les cellules 
HeLa, la forme S762A de MT2 n’est pas activée lorsqu’elle est exprimée dans ces cellules. Il 
est donc probable que MT2 se régule elle-même de manière très spécifique, et cela même si 
elle est surexprimée, sans être sensible aux autres TTSP. 
Le résultat le plus étonnant de notre étude a été l’observation qu’un autre acteur du 
métabolisme du fer, et non pas seulement HJV, est clivé par MT2 WT lorsqu’il est co-
exprimé avec la protéase : TFR2. Le clivage d’HJV par MT2 résulte en l’apparition de 
fragments solubles particulièrement caractéristiques, ce qui n’est pas observé pour toutes 
les autres cibles potentielles : TFR2 présente toutefois un profil de clivage hautement 
spécifique, montrant que l’activité de MT2 est fortement dirigée sur ce récepteur. Certaines 
des protéines que nous avons étudiées, comme BMP6 ou la Néogénine, sont susceptibles 
d’être en contact direct avec MT2 in vivo, puisqu’ils appartiennent à la voie BMP/HJV/SMAD 
et sont exprimées à la surface de la cellule, comme MT2. Malgré ce qui apparaît comme une 
activité peu spécifique, il faut noter que certaines protéines ne sont pas clivées par la 
protéase (EPOR, par exemple). Je décrirais dans les Résultats IV que TfR2 a été 
sélectionné comme partenaire de MT2 dans un crible double hybride utilisant la partie 
intracellulaire de la protéase comme appât.  
Outre le clivage des protéines à la membrane par MT2 WT, nous avons eu la grande 
surprise de voir diminuer plusieurs protéines lorsqu’elles sont co-exprimées avec MT2 
S762A. Cette diminution ne peut pas être expliquée par un clivage par MT2, la forme S762A 
étant dépourvue d’activité catalytique (figure 39). L’explication la plus probable était alors 
une diminution de la transcription de l’activité du promoteur CMV à partir duquel sont 
exprimés la protéase et les cibles. Nous avons montré que ce n’est pas le cas pour la totalité 
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des cibles analysées. Il semble donc qu’outre une capacité de clivage de différentes 
protéines du métabolisme du fer par MT2, la simple expression d’une forme de MT2 
dépourvue d’activité catalytique influence l’expression de ces acteurs. Cette diminution 
observée pourrait être expliquée par une différence d’efficacité de traduction des ARNm, 
sans que leurs transcrits soient déstabilisés, ou éventuellement par un adressage à un 
mécanisme de dégradation. En effet, il a été montré que MT2, WT ou S762A, est soumis à 
internalisation, puis à dégradation dans les lysosomes [327] ; il est possible que MT2, en 
interagissant avec les protéines co-exprimées, les entraîne lors de son internalisation et 
cause ainsi leur dégradation. Cela expliquerait par exemple que BMP6 ne soit plus présent 
dans le milieu de culture, pas même sous forme précurseur. 
Nous avons montré ici un problème lié à la surexpression de MT2 dans les lignées 
cellulaires. Dès son identification, il a été clairement établi que MT2 possède une activité 
protéolytique importante, suffisante pour cliver in vitro des protéines de la matrice extra-
cellulaire [260]. Toutefois, Enns et al. montrent que MT2 ne clive pas la Néogénine [127]. 
Nous montrons ici que dans nos conditions, l’expression de MT2 permet pourtant la 
diminution de la quantité de Néogénine membranaire ; pour des questions techniques liées à 
l’anticorps utilisé, nous n’avons pas pu regarder si cette diminution était accompagnée d’une 
apparition de fragments de clivage de Néogénine dans le milieu de culture. Néanmoins, ces 
résultats montrent l’effet important d’une surexpression de MT2 dans les cellules HeLa : la 
protéase a une activité protéolytique peu spécifique (aux quantités auxquelles elle est 
exprimée après transfection), à la manière de la trypsine largement utilisée pour cette non 
spécificité. MT2 possède également une capacité à diminuer l’expression de certaines cibles 
de manière indépendante de son potentiel de clivage : MT2 S762A supprime par exemple la 
quasi-totalité de BMP6 exprimé par les cellules transfectées. Bien que nous pensions qu’il 
s’agit là d’un effet artefactuel, nous ne pouvons pas le conclure définitivement. 
La difficulté à travailler sur la MT2 endogène est liée à deux aspects : les anticorps 
commerciaux sont peu spécifiques, et il semble que la quantité de protéine MT2 endogène 
soit très faible ; Zhang et al. déposent 250 µg de protéines membranaires pour détecter une 
bande de faible intensité [317]. Cette expression très limitée pourrait rendre la protéase plus 
spécifique. Il est aussi possible que l’activité catalytique de MT2 soit réservée à son 
activation et/ou son décrochement de la membrane, mais elle serait alors limitée à 
l’environnement immédiat de la membrane et ne pourrait pas agir à distance de son lieu de 
synthèse par décrochement de l’ectodomaine. Cette hypothèse est compatible avec un effet 
autonome cellulaire que nous observons dans les hépatocytes primaires de souris et qui 
sera décrit dans les Résultats III. 
121	  
	  
 
 
Etude 2 : Génération d’un modèle murin de surexpression de Tmprss6 
Introduction 
Les modèles murins déficients en MT2 [75], ou exprimant une MT2 inactive [226] [319] ont 
déjà été amplement caractérisés. L’un de mes projets de thèse a donc porté sur la 
génération d’un modèle murin de surexpression de MT2, en utilisant des AAV (Adenovirus-
Associated Virus). Les AAV sont des petits virus à ADN, non pathogènes, retrouvés chez 
l’Homme et les primates. Ils sont capables d’infecter les cellules actives ou quiescentes, et 
leur ADN ne s’intègre pas au génome de son hôte. Ces virus sont actuellement utilisés dans 
un grand nombre de thérapies géniques concernant, entre autres, les maladies rétiniennes 
[347], l’hémophilie [348], et les dystrophies musculaires [349]. Il existe 11 sérotypes [350], 
chacun possédant un tropisme cellulaire différent. 
Ce type de virus possède deux particularités très intéressantes pour notre étude. 
Premièrement, le sérotype 2, le plus couramment utilisé en laboratoire, possède a priori un 
très fort tropisme pour le foie : cela nous permet d’espérer une expression majoritaire dans le 
foie et minoritaire dans les autres organes. Deuxièmement, les AAV, contrairement aux 
adénovirus généralement utilisés pour exprimer une protéine in vivo, ne causent pas 
d’inflammation suite à leur injection. Dans notre cas, cette propriété est intéressante dans la 
mesure où l’expression de l’hepcidine est induite en réponse à une inflammation. 
En collaboration avec l’équipe de Luis Garcia, de l’Institut de Myologie, nous avons 
développé des AAV codant pour les formes murines de MT2 WT et S762A, afin d’étudier les 
conséquences d’une surexpression de la protéine in vivo. 
 
Résultats 
Construction et validation des plasmides codant pour MT2 WT et S762A 
La production d’AAV nécessite trois plasmides : deux pour déterminer la structure et le 
sérotype du virus, le troisième (pSMD2) contenant l’ORF de la protéine d’intérêt et le 
promoteur contrôlant sont expression, situés entre deux ITR (Inverted Terminal Repeat) de 
145 bases chacune (figure 44). La séquence entre ces deux ITR ne doit pas dépasser 4200 
paires de base afin que le plasmide soit correctement encapsidé lors de la synthèse des 
nouveaux virus. La MT2 murine est exprimée sous contrôle du promoteur CMV. Le sérotype 
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de l’AAV que nous avons sélectionné étant décrit comme ciblant préférentiellement le foie, 
nous ne nous sommes pas inquiétés d’utiliser ce promoteur ubiquitaire. 
 
Afin de valider l’efficacité des plasmides construits, nous les avons transfectés dans des 
cellules HeLa pour vérifier que les deux formes de MT2 étaient bien exprimées. Ces deux 
formes de MT2 sont étiquetées aux extrémités, par un FLAG en N-terminal et un V5 en C-
terminal, afin de pouvoir détecter la protéine entière ainsi que différents fragments de clivage 
(figure 45A). 
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La forme zymogène d’environ 100 kDa est retrouvée à la membrane des cellules 
transfectées pour les deux MT2, mais en quantité bien moins importante pour MT2 WT que 
pour MT2 S762A (figure 45B). De plus, on retrouve dans la fraction membranaire des 
cellules le domaine transmembranaire N-terminal de MT2 WT (d’environ 30 kDa), issu d’un 
clivage probablement dans le domaine SEA (figure 45B). MT2 WT est donc capable de 
s’autocliver, tandis que MT2 S762A reste exprimée uniquement sous forme zymogène. 
 
Validation du plasmide in vivo par infection intramusculaire 
Sur les conseils de nos collaborateurs, pour vérifier l’efficacité du plasmide in vivo, nous 
avons injecté environ 7,5.108 vg (génomes viraux) MT2 WT ou MT2 S762A dans les tibialis 
droits de souris adultes. Les tibialis gauches injectés avec un volume équivalent (soit 50 µL) 
de PBS sont utilisés comme contrôle. Les souris ont été sacrifiées 7, 14 ou 21 jours après 
l’injection, afin de suivre l’expression de MT2 exogène au cours du temps. 
De manière très surprenante, les tibialis prélevés après euthanasie qui avaient été infectés 
par l’AAV-MT2 WT présentaient des points blancs à leur surface, visibles à l’œil nu. Nous 
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avons ensuite analysé l’expression des transcrits Tmprss6 et de la protéine dans les 
muscles injectés. 
 
De manière surprenante, bien que la quantité d’AAV injectée soit la même pour MT2 WT et 
MT2 S762A, l’expression d’ARN pour MT2 S762A est très élevée et reste constante pendant 
les trois semaines qui suivent l’injection (figure 46A), alors que l’expression d’ARN pour MT2 
WT est faible dès la première semaine, bien que supérieure à un muscle non injecté, mais 
diminue encore la deuxième et la troisième semaine (figure 46A). 
MT2 S762A est très fortement exprimée sous forme zymogène à la membrane du muscle, 
de manière constante durant les trois semaines suivant l’injection. Toutefois, aucun signal 
n’a été détecté pour les muscles injectés avec l’AAV-MT2 WT (figure 46B), même durant la 
première semaine, alors que la transcription de Tmprss6 est encore détectable. Nous avons 
donc regardé si la structure du muscle était altérée par l’activité protéolytique de MT2. 
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Le muscle infecté avec l’AAV-MT2 S762A ne montre pas de modification de sa structure une 
et deux semaines après injection, par rapport au muscle contrôle (figure 47). Par contre, le 
muscle infecté avec l’AAV-MT2 WT est altéré une semaine après l’injection : les fibres 
musculaires sont réduites en nombres, bien moins développées, et il y a une infiltration 
massive de macrophages, expliquant les tâches blanches observées lors du sacrifice (figure 
47). Le muscle est toutefois capable de se régénérer, ce qui est visible deux semaines après 
l’infection : en effet, les noyaux sont distinctement situés au centre des myotubes (figure 47), 
ce qui est caractéristique d’un muscle en régénération. Ces nouvelles fibres ne contiennent 
pas d’AAV-MT2 WT, et n’expriment donc pas MT2, ce qui expliquerait que la transcription 
soit réduite et que la protéine ne soit pas détectée. 
 
Injection systémique des AAV-MT2 
Ayant confirmé que nos AAV expriment correctement MT2 WT et MT2 S762A in vivo, nous 
les avons injectés en systémique, via la veine du pénis, grâce à la plate-forme de micro-
chirurgie expérimentale de l’Institut. Après anesthésie, chaque souris mâle de huit semaines 
a reçu environ 5.1012 vg AAV-MT2 WT ou AAV-MT2 S762A, ou un volume équivalent 
(300µL) de PBS pour les souris contrôle.  
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Les deux souris ayant reçu l’AAV-MT2 WT sont mortes huit jours après l’injection, ce qui 
n’est pas le cas pour les souris contrôle et celles ayant reçu l’AAV-MT2 S762A. Nous avons 
néanmoins prélevé les organes (foie, rate, cœur, rein tibialis, duodénum) des souris AAV-
MT2 WT après leur mort ; pour nous affranchir de l’effet post-mortem sur les autres animaux, 
les souris AAV-MT2 S762A et contrôle ont été sacrifiées et les organes ont été prélevés 
environ deux heures après le sacrifice.  
 
Chez les souris contrôle, l’expression de Tmprss6 n’est détectable que dans le foie (figure 
48A). Pour les souris infectées avec un AAV, MT2 WT ou MT2 S762A, on détecte une 
tendance à l’augmentation de l’expression de Tmprss6 dans le foie, montrant que les virus 
se sont bien intégrés dans cet organe (figure 48A). Toutefois, il y a aussi une très forte 
expression de Tmprss6 détectée dans le coeur des souris ayant reçu un AAV (figure 48A). 
Aucun autre organe analysé n’exprime Tmprss6, montrant que malgré leur tropisme supposé 
hépato-spécifique, nos AAV infectent aussi de manière importante le cœur, une fois injectés 
dans la circulation sanguine. 
Nous avons confirmé que MT2 était correctement exprimée dans ces deux organes par 
Western Blot (figure 48B). Comme pour les injections en intramusculaire, le fragment 
transmembranaire de 30 kDa visible dans les cellules transfectées avec MT2 WT n’a jamais 
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été détecté. On retrouve toutefois une expression de MT2 sous forme zymogène dans le foie 
et dans le cœur des souris infectées par les AAV, pour MT2 WT et S762A (figure 48B). Une 
protéine de masse légèrement supérieure au zymogène est détectée dans les échantillons 
MT2 S762A dans le foie et dans le cœur : nous ne savons pas quelle est la nature de cette 
deuxième bande, détectée uniquement lorsque MT2 est inactive (figure 48B). 
Enfin, rapporté à une quantité identique de protéines membranaires pour les deux organes, 
MT2 WT et S762A est beaucoup plus fortement exprimée dans le cœur que dans le foie 
(figure 48B), ce qui corrèle avec la quantité de transcrit Tmprss6 observée pour ces deux 
organes (figure 48A). La mort des deux souris ayant reçu l’AAV-MT2 WT peut donc être due 
à une défaillance hépatique ou cardiaque. 
 
Discussion 
L’utilisation d’AAV pour une expression transitoire et ciblée d’acteurs du métabolisme du fer 
s’est déjà révélée efficace [184] : l’équipe a réussi à exprimer spécifiquement dans le foie 
Tfr2 et Hfe, en injectant des AAV codant pour ces protéines, avec une expression sous 
contrôle d’un promoteur hépato-spécifique fabriqué dans leur laboratoire. L’expression de 
Tfr2 dans le modèle Tfr2-/-, et de Hfe dans le modèle Hfe-/-, pendant deux semaines, permet 
d’augmenter l’expression d’hepcidine et de diminuer le fer hépatique et la saturation de la 
transferrine. TfR2 et Hfe sont des activateurs connus de l’hepcidine ; MT2 étant un 
inhibiteur de l’expression de l’hormone, nous espérions que sa surexpression chez les souris 
diminuerait la synthèse d’hepcidine, et augmenterait la charge en fer circulant et tissulaire 
des animaux injectés. 
Nous avons surtout été confrontés à deux problèmes majeurs et inattendus. Le premier a été 
l’activité protéolytique de MT2 WT, qui est à la fois plus élevée et moins spécifique que ce 
que nous avions initialement prévu. Ce projet a été mené en parallèle du projet décrit dans 
les Résultats II, étude 1, et vient compléter l’observation d’une activité de clivage importante 
de MT2. La destruction en une semaine d’une grande partie du tibialis injecté avec l’AAV-
MT2 WT, et la mort rapide des souris infectées avec ce même virus en injection systémique 
ont montré que MT2 WT est suffisamment active pour dégrader la zone infectée d’un organe 
en quelques jours, au point de causer une défaillance entraînant la mort : dans le cas 
présent, nous pensons que l’organe responsable est le foie ou le cœur. Cela soulève un 
grand nombre de questions intéressantes. En effet, les mutations de MT2 dans les cas 
d’IRIDA entraînent une perte de fonction de la protéase. On peut supposer qu’une activité 
accrue de MT2, par perte de la sensibilité à un régulateur, pourrait engendrer des dégâts sur 
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le foie. Il est donc crucial que MT2 soit régulée pour contrôler son activité de clivage. De 
façon intéressante, dans les hémochromatoses néonatales, les enfants naissent avec un foie 
très surchargé en fer et dont la structure générale est fortement altérée. Ces nouveau-nés ne 
survivent généralement pas au-delà de quelques jours. A ce jour, la cause moléculaire des 
hémochromatoses néonatales n’a pas été identifiée, mais le modèle de surexpression de 
MT2 chez la souris pourrait constituer une piste intéressante. 
Notre deuxième problème a été finalement un tropisme du virus moins spécifique que prévu. 
Les virus ont été injectés dans la circulation sanguine avec un sérotype sensé favoriser 
l’infection du foie. Malgré ce choix, nous avons observé une expression importante dans le 
cœur. Il existe plusieurs possibilités pour essayer de contourner ce problème : la première 
consisterait à trouver un promoteur hépato-spécifique suffisamment petit pour le substituer 
au promoteur CMV tout en respectant la taille maximale de l’insert (4200 pb). Il faudrait aussi 
que l’activité de ce promoteur soit moins forte que celle du CMV. La deuxième solution serait 
de mettre au point un système d’injection du virus sur foie revascularisé, dans lequel le virus 
serait injecté directement dans l’artère hépatique en bloquant la circulation vers les 
poumons, afin que les virus aient plus de temps pour infecter spécifiquement les hépatocytes 
avant d’être envoyés dans la circulation systémique. Cela est faisable mais demande des 
mises au point très importantes du geste technique. 
Une autre alternative, afin de pouvoir exprimer MT2 de manière transitoire, consisterait à 
développer un modèle murin d’expression inductible hépato-spécifique, sur le principe du 
modèle TET-on/TET-off. En croisant une lignée murine transgénique exprimant la protéine 
rTetR/VP16 sous contrôle d’un promoteur hépatique, avec une lignée dans laquelle l’ORF 
Tmprss6 aurait été placé sous contrôle du promoteur tetO, il serait possible de faire varier 
l’expression de MT2 dans le foie, grâce à des quantités contrôlées de doxycycline dans l’eau 
de boisson (exemple dans [74]).  
Comme précédemment, le message principal issu de l’étude de ce modèle reste 
l’importance de réguler l’activité protéolytique des protéases dans les mécanismes 
biologiques, et le danger d’une activité de clivage trop importante. On peut d’ailleurs noter 
qu’un pronostic vital est souvent engagé lors d’une plaie par arme blanche dans la zone du 
pancréas. En effet, cet organe est extrêmement riche en protéases : s’il est touché, les 
protéases entrent en contact avec les tissus environnants, ce qui peut déclencher une 
nécrose importante pouvant entraîner la mort de la victime. 
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Partie 3 : Voie Bmp/Hjv/Smad et régulation du promoteur HAMP dans les hépatocytes 
primaires Tmprss6-/- 
Introduction  
Les résultats précédents nous ont permis de mettre en évidence une activité non spécifique 
de MT2 lorsqu’elle est surexprimée. Pour étudier sa régulation et identifier ses partenaires 
ou ses cibles, il était donc préférable de travailler dans un modèle exprimant MT2 à des taux 
physiologiques. Afin de s’affranchir des effets systémiques, nous avons choisi de travailler 
sur hépatocytes primaires. Nous faisons l’hypothèse que la régulation de l’activité de MT2 
est due principalement à des facteurs exprimés par ces cellules. En effet, la majorité des 
acteurs du métabolisme du fer sont exprimés dans le foie. En particulier, Hjv [109], TfR1, 
TfR2 et hepcidine [133] [351] sont connues pour être exprimées par les hépatocytes ; Bmp6 
est au contraire synthétisé majoritairement par les cellules non parenchymateuses [351].  
 
Résultats 
Expression de Hamp1 et d’Hjv membranaire dans les hépatocytes isolés 
Les souris Tmprss6-/- expriment l’hepcidine hépatique de manière importante [75], et la 
protéine Hjv membranaire dans le foie total est diminuée [113]. Nous avons observé la 
transcription de Hamp1 et le taux d’Hjv membranaire dans les hépatocytes isolés, afin 
d’établir si ces deux propriétés sont conservées en fonction du génotype. 
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De façon intéressante, l’expression de Hamp1 est fortement augmentée dans les 
hépatocytes Tmprss6-/- (15 à 25 fois plus que dans les hépatocytes Tmprss6+/+, sur sept 
expériences indépendantes) (figure 49A). L’expression de Hamp1 dans le foie total des 
souris adultes Tmprss6-/- n’est habituellement que de 2 à 3 fois celle du foie Tmprss6+/+ 
(voir Résultats I-études 1 et 2). Id1, une autre cible de la voie Bmp/Hjv/Smad, est aussi 
significativement augmenté (10 à 12 fois plus exprimé dans les hépatocytes Tmprss6-/- que 
Tmprss6+/+, pour 1,5 à 2 fois dans le foie total des souris adultes Tmprss6-/- comparé aux 
souris adultes Tmprss6+/+) (figure 49A). 
Comme dans le foie total, la quantité d’Hjv membranaire est fortement réduite dans les 
hépatocytes Tmprss6-/- comparés aux hépatocytes Tmprss6+/+, juste après perfusion et 
digestion à la collagénase (T0), et reste diminuée dans les hépatocytes Tmprss6-/- 24 
heures après isolation du foie total (figure 49B). 
 
Expression d’HJV exogène dans les hépatocytes transfectés 
Nous disposons de plasmides codant pour les formes humaines d’HJV WT et mutée pour les 
sites de clivage par la furine et par MT2 : la furine clive HJV après l’arginine 332 [118], tandis 
que MT2 clive HJV après l’arginine 288 [120]. Ces deux arginine ont été remplacées par des 
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alanine dans la protéine HJV R288*/R322*. Nous avons cherché à savoir si une HJV 
exogène est régulée au niveau membranaire de la même manière que l’Hjv endogène. Nous 
avons pour ce faire mis au point un protocole de transfection des hépatocytes primaires : 
après avoir testé plusieurs produits de transfection de différents fournisseurs, le plus efficace 
s’est avéré être la Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Nous avons optimisé le rapport quantité 
de plasmide par nombre de cellules : pour une viabilité supérieure à 85% au moment de la 
mise en culture, et en utilisant 500 ng de plasmide total pour 500 000 cellules, l’efficacité de 
transfection est de 10 à 15%. Ces résultats ont été quantifiés par cytométrie de flux (Accuri 
6) après transfection d’un plasmide codant la GFP (figure 50 A-D), et confirmé par 
observation de la fluorescence de la GFP au microscope (figure 50 E-F). Le génotype 
Tmprss6+/+ ou Tmprss6-/- n’influence pas l’efficacité de transfection. 
 
Les plasmides codant HJV WT et HJV R288*/R322* sont transfectées dans les hépatocytes 
Tmprss6 4 heures après l’ensemencement, lors du changement de milieu. Les cellules et les 
milieux de culture sont récoltés 40 heures après la transfection, pour observer l’expression 
d’HJV exogène. Nous avons à chaque fois transfecté un plasmide codant pour la GFP sous 
contrôle d’un promoteur ubiquitaire (Amaxa) afin de vérifier que l’efficacité de transfection est 
identique dans chaque condition (figure 51C). 
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L’HJV humaine WT n’est retrouvée que faiblement à la membrane des hépatocytes (figure 
51A). Elle est plus exprimée lorsque la Néogénine est cotransfectée (observé sur trois 
expériences indépendantes). La forme mutante de HJV, qui ne peut être clivée ni par la 
furine ni par MT2, s’accumule à la membrane des cellules (figure 51A). Il n’y a pas de 
différence d’expression d’HJV membranaire entre hépatocytes Tmprss6+/+ et Tmprss6-/- 
(observé sur cinq expériences indépendantes). 
Les fragments de clivage de HJV sont retrouvés dans le milieu de culture des hépatocytes 
Tmprss6+/+ et Tmprss6-/- transfectés avec HJV WT (figure 51B). Ces fragments ne sont pas 
détectés dans le milieu de culture lorsque HJV est mutée (figure 51B), confirmant que ces 
deux mutations empêchent le clivage et le relargage des produits de dégradation de HJV. 
 
Voie Bmp/Hjv/Smad et activité du promoteur HAMP 
Dans les foies totaux de souris Tmprss6-/-, Id1 et Hamp1 sont surexprimés. Afin d’évaluer 
l’activité basale des promoteurs de ces gènes, et d’analyser si la voie Bmp/Hjv/Smad est 
suractivée en absence de MT2, nous avons transfecté un plasmide contenant le gène d’une 
luciférase Firefly (Photinus pyrallis), sous contrôle d’un promoteur constitué d’une répétition 
du BMP-RE du promoteur ID1 [352]. 
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A l’état basal, le BMP-RE du promoteur ID1 n’est pas plus activé dans les hépatocytes 
Tmprss6-/- que dans les hépatocytes Tmprss6+/+ (figure 54). Lors de l’induction par BMP6 
(« home-made », voir Annexe 3), le promoteur a répondu dans les deux types d’hépatocytes, 
mais de façon surprenante, la réponse est moins forte dans les hépatocytes Tmprss6-/- que 
dans les hépatocytes Tmprss6+/+ (observés sur cinq expériences indépendantes) (figure 
54). 
Nous avons ensuite transfecté des plasmides contenant le gène Firefly sous contrôle d’un 
promoteur HAMP de 2.7 kpb, comprenant deux sites BMP-RE, l’un situé à 0.9 kpb (proximal) 
et l’autre à 2.5 kpb (distal) du site d’initiation de la transcription (figure 53A). 
Malgré la surexpression de Hamp1 dans le foie total des souris Tmprss6-/-, le promoteur 
HAMP de 2,7 kpb n’est pas suractivé à l’état basal dans les hépatocytes Tmprss6-/- (figure 
53B, g et k). Les promoteurs HAMP des plasmides répondent néanmoins à l’induction par 
BMP6, à la fois dans les hépatocytes Tmprss6+/+ (f et j) et dans les hépatocytes Tmprss6-/- 
(h et l). Cette réponse est moins importante lorsque les BMP-RE sont mutés (j et l), montrant 
l’importance de ces sites pour la transmission des signaux Bmp/Hjv/Smad. 
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Comme pour le promoteur composé du BMP-RE ID1 (figure 52), la réponse des promoteurs 
HAMP à l’induction par BMP6 est moins forte dans les hépatocytes Tmprss6-/- que dans les 
hépatocytes Tmprss6+/+ (figure 53B, f comparé à h, j comparé à l). Cela signifie que ce 
promoteur HAMP de 2,7 kpb est moins sensible à BMP6 dans les hépatocytes dépourvus de 
MT2. 
 
Activation du promoteur HAMP par HJV dans les hépatocytes primaires isolés 
Nous avons ensuite transfecté les hépatocytes avec les même plasmides qu’en figure 53, 
contenant les promoteurs HAMP de 2.7kb, mais cette fois en cotransfectant simultanément 
un plasmide codant pour l’HJV humaine.  
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Comme pour une induction du promoteur HAMP par BMP6, l’induction par HJV est moins 
importante dans les hépatocytes Tmprss6-/- que dans les hépatocytes Tmprss6+/+, que le 
promoteur HAMP ait ses deux BMP-RE normaux (figure 56, f comparé à h) ou que les deux 
BMP-RE soient mutés (figure 56, j comparé l ; 2 fois au lieu de 14 fois dans les hépatocytes 
Tmprss6+/+). L’induction due à HJV est donc bien affectée dans les hépatocytes Tmprss6-/-. 
 
Stabilité des ARNm Id1 et Hamp1 dans les hépatocytes primaires isolés 
Etant donné que la forte quantité de transcrits Id1 et Hamp1 ne s’explique pas par une 
expression basale augmentée des promoteurs artificiels dans les hépatocytes Tmprss6-/-, 
nous avons analysé la stabilité des ARNm correspondants. Nous avons donc observé la 
demi-vie des ARNm Id1 et Hamp1 dans des hépatocytes Tmprss6+/+ et Tmprss6-/- en les 
soumettant à l’Actinomycine D, qui bloque la synthèse de nouveaux ARNm. 
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Dans quatre expériences indépendantes, le taux d’ARNm Id1 est fortement réduit dans les 
hépatocytes Tmprss6+/+ et Tmprss6-/- après seulement 4 heures en Actinomycine D (figure 
55A). Il n’y a pas de différence entre les deux génotypes ; cette diminution confirme 
l’efficacité de l’Actinomycine D. 
Toutefois, sur quatre expériences menées parallèlement, le taux d’ARNm Hamp1 ne varie 
pas systématiquement en présence d’Actinomycine D. Sur les trois premières expériences, 
le taux d’ARNm Hamp1 diminue significativement dans les hépatocytes Tmprss6+/+ après 
au moins 8 heures en Actinomycine D, mais ce taux augmente significativement dans la 
dernière expérience (figure 55B). Dans les hépatocytes Tmprss6-/- traités au même moment, 
le taux d’ARNm Hamp1 ne diminue significativement que dans un cas, et ne change pas 
après plusieurs heures de traitement dans les trois autres cas (figure 55B). En fonction de 
ces résultats, bien que les variations de taux d’ARNm Id1 nous confirment l’efficacité de 
l’Actinomycine D, il n’est pas possible de conclure à une différence de stabilité de l’ARNm 
Hamp1 dans les hépatocytes Tmprss6-/- par rapport aux hépatocytes Tmprss6+/+. 
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Discussion 
Les hépatocytes primaires constituent un modèle plus fiable que les lignées 
hépatomateuses, qui sont habituellement mutées pour un ou des acteurs du métabolisme du 
fer, et les expriment à des taux différents : par exemple, les cellules Huh7 expriment 
uniquement une protéine HFE délétée de sa tyrosine 231, ce qui la rend non fonctionnelle. 
La lignée est donc de type hémochromatosique. Les hépatocytes primaires Tmprss6-/- sont 
particulièrement intéressants, car ils gardent deux caractéristiques majeures du foie total des 
souris dépourvues de MT2 : après 24 heures en culture, ils transcrivent Hamp1 et Id1 à un 
taux beaucoup plus important que les hépatocytes issus d’animaux WT, et expriment l’Hjv 
membranaire moins fortement que chez les hépatocytes issus de souris Tmprss6+/+. Nous 
avons aussi systématiquement observé que les hépatocytes Tmprss6-/- isolés, cultivés sans 
sérum pendant 24 heures, expriment Hamp1 à des taux 15 à 25 supérieurs aux hépatocytes 
Tmprss6+/+ (figure 49A). Dans le foie total de souris adulte, la différence d’expression de 
Hamp1 est habituellement de 2 à 3 fois. Cette différence entre hépatocytes seuls et foie total 
suggère une régulation supplémentaire in vivo, par exemple un signal d’origine systémique 
pour éviter une déficience en fer accrue qui serait induite par une expression trop forte 
d’hepcidine chez les souris Tmprss6-/-. Nous montrons aussi que l’Hjv membranaire est 
fortement diminuée dans les hépatocytes Tmprss6-/- isolés comparés aux hépatocytes 
Tmprss6+/+, aussi bien juste avant le plating (T0) qu’après 24 heures en culture (T24) (figure 
51). Nous avions déjà démontré que la diminution d’Hjv chez les souris Tmprss6-/- est bien 
due à l’absence de MT2 per se (voir Résultats I- étude 1). Nous confirmons ici un effet 
cellulaire autonome de l’absence de MT2 sur la réduction d’Hjv. Bien que tous ces résultats 
semblent indiquer qu’Hjv n’est pas clivée par MT2 in vivo, il est indéniable que la protéase 
affecte de manière encore inconnue la quantité d’Hjv membranaire dans les hépatocytes, et 
que ces deux protéines travaillent de concert pour réguler finement l’expression de 
l’hepcidine. 
En transfectant une forme d’HJV exogène dans les hépatocytes, nous avons pu observer la 
différence d’expression de cette protéine en absence ou en présence de quantité 
physiologique de MT2. Dans les deux types d’hépatocytes, HJV est faiblement retrouvée à la 
membrane (figure 53A) : l’état HJV membranaire parait donc très transitoire, mais 
néanmoins suffisamment long pour permettre aux BMP d’activer l’expression du promoteur 
HAMP (figure 57). La cotransfection de Néogénine est accompagnée d’une augmentation de 
la quantité d’HJV membranaire (figure 53A), montrant que cette protéine favorise la 
stabilisation d’HJV à la membrane, soit en augmentant son adressage à la membrane, soit 
en prévenant son clivage par la furine. 
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Les fragments solubles retrouvés dans le milieu d’hépatocytes transfectés avec HJV 
correspondent aux fragments de clivage par la furine ; ces formes solubles sont totalement 
perdues lorsque HJV est mutée aux sites de clivage potentiel par la furine et par MT2 [118] 
[120], montrant que le site furine subit en effet une coupure. Toutefois, en lignées cellulaires 
transfectées, en présence d’inhibiteur de furine les fragments de clivage d’HJV par MT2 sont 
plus facilement détectés. Il serait donc intéressant de cultiver nos hépatocytes transfectés en 
présence de ces inhibiteurs pour voir si un clivage différentiel lié à la présence ou à 
l’absence de MT2 peut apparaître dans ces conditions. 
L’utilisation des tests luciférase nous a permis de montrer que la voie Bmp/Hjv/Smad n’est 
pas suractivée à l’état basal dans les hépatocytes de souris Tmprss6-/-, en accord avec 
notre observation de phospho-Smad1/5/8 chez les souris Tmprss6 Bmp6 (voir Résultats 1-1, 
figure 29). Le promoteur HAMP et les BMP-RE du promoteur Id1 répondent toujours à une 
induction par BMP6, prouvant que la voie n’est pas éteinte ; l’induction de ces promoteurs 
artificiels est néanmoins moins importante dans les hépatocytes Tmprss6-/-, indiquant une 
voie moins réactive. En apportant de l’HJV exogène, l’activité du promoteur HAMP dans les 
hépatocytes Tmprss6-/- est augmentée, mais reste toujours inférieure à celle des 
hépatocytes Tmprss6+/+ également transfectés avec HJV. Les promoteurs répondent donc 
aux facteurs endogènes exprimés ponctuellement, mais ne permettent pas d’établir la cause 
de l’hyperhépcidinémie chez les souris Tmprss6-/-. Il faut toutefois garder en mémoire que 
les promoteurs utilisés dans les tests luciférase sont artificiels : ils sont parfois très courts 
(BMP-RE ID1) et ne sont pas dans leur contexte chromatinien habituel. Il est donc probable 
que leur régulation ne reflète pas celle des promoteurs endogènes. Etant donné que la 
surexpression d’Hamp1 dans les hépatocytes Tmprss6-/- ne semble due ni à une 
suractivation du promoteur Hamp1 à l’état basal, ni à une voie Bmp/Hjv/Smad suractivée, 
nous avons analysé la stabilité des ARNm Hamp1, ce qui aurait permis d’expliquer le plus 
fort taux de transcrits retrouvés en absence de MT2. Toutefois, nous avons vu que le taux 
d’ARNm Hamp1 ne varie que peu en présence d’Actinomycine D, indiquant qu’ils ont une 
demi-vie très longue, et il n’a donc pas été possible de confirmer cette hypothèse. La 
diminution du taux d’ARNm Id1 a confirmé l’efficacité de l’Actinomycine D dans nos 
expériences, et il n’est pas recommandé de cultiver les cellules en présence de ce produit 
plus de 12 heures, en raison de sa toxicité pour les cellules. 
Malgré tout, et comparés aux lignées hépatomateuses habituellement utilisées, les 
hépatocytes isolés constituent un bon modèle pour étudier les mécanismes de régulation de 
l’hepcidine en absence de MT2, puisqu’ils gardent certaines des caractéristiques du foie total 
dépourvu de la protéase. Toutefois, les mécanismes de régulation entre MT2 et la voie 
Bmp/Hjv/Smad au niveau cellulaire, bien qu’existants, restent encore à éclaircir. 
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Partie 4 : Interaction entre MT2 et TFR2 
Introduction 
Certains des domaines structuraux retrouvés chez les TTSP sont connus pour permettre des 
interactions protéine-protéine. De plus, il a été démontré in vitro que MT2 se lie à plusieurs 
autres facteurs : ces interactions, si elles sont nécessaires à la régulation et à la fonction de 
MT2, pourraient expliquer pourquoi des mutations situées dans les domaines SEA, CUB ou 
LDLR de la protéine sont responsables de cas d’IRIDA [215] [211] [218] [222]. Dans cette 
optique, nous avons donc cherché à identifier des partenaires protéiques de MT2, exprimés 
par le foie total. Nous avons pour ce faire effectué un crible double hybride, puis essayé de 
valider l’interaction mise en évidence entre MT2 et l’un des partenaires identifiés. 
 
Résultats 
Identification de partenaires par criblage double hybride 
La technique du crible double hybride permet d’étudier, dans la levure, les interactions d’un 
domaine choisi de sa protéine d’intérêt (appelée appât): cette partie de la protéine est 
fusionnée avec le domaine de liaison à l’ADN d’un facteur de transcription (souvent Gal4). 
Une banque d’ADNc du foie est constituée, et les protéines correspondantes (appelées 
proies) sont fusionnées avec le domaine activateur du facteur de transcription. En cas 
d’interaction entre l’appât et une proie, la proximité entre les deux parties du facteur de 
transcription permet l’expression des gènes rapporteurs (LacZ et un gène d’auxotrophie à un 
acide aminé) ce qui permet la sélection du clone de levure exprimant ce partenaire (figure 
56). 
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Nous avons choisi d’établir un crible double hybride contre la partie intracellulaire de MT2 
(résidus 1 à 52). Le crible a été effectué sur une banque de foie humain, par la société 
Hybrigenics. Un score de fiabilité pour l’interaction est attribué à chaque clone exprimant les 
gènes rapporteurs. Ce score est établi sur trois critères principaux : le premier critère prend 
en compte la fréquence avec laquelle ce clone sort « positivement » lorsque la banque de 
transcrits est utilisée : une fréquence importante diminue le score car indique généralement 
un manque de spécificité des interactions de la proie. Le deuxième critère dépend du 
nombre de clones indépendants pour la même proie : un grand nombre de clones de la 
même proie positifs pour l’interaction augmente le score. Le dernier critère prend en compte 
le fait que ces clones sont en phase de lecture avec le domaine de liaison à l’ADN du facteur 
de transcription : si la séquence protéique de la proie est conservée, le score augmente. 
 Parmi les 67,8 millions d’interactions criblées, 148 clones ont été identifiés avec le meilleur 
score possible. Parmi ceux-ci, cinq clones TFR2 indépendants, comme l’atteste la longueur 
variable de l’ADNc cloné (figure 57A), se sont vu attribuer le score de fiabilité le plus élevé. 
TFR2 étant un régulateur important de l’hepcidine, le fait de le retrouver cinq fois comme 
candidat nous a particulièrement enthousiasmés. Nous avons donc caractérisé plus en détail 
l’interaction TFR2-MT2. 
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TfR2 est exprimé spécifiquement par les hépatocytes, l’intestin et les cellules érythroïdes 
[131], principalement sous forme liée à la membrane, dite TFR2α, avec la plus grande partie 
de sa structure en extracellulaire. Etonnamment, le domaine de TFR2 interagissant avec la 
partie intracellulaire de MT2 d’après ce crible est une partie du domaine externe (figure 57B). 
Il existe toutefois une forme minoritaire de TFR2, dite TFR2β, dépourvue de la partie 
transmembranaire de la protéine : cette forme est présente dans le cytosol, mais est 
faiblement exprimée. Elle possède toutefois le domaine sensé interagir avec la partie 
intracellulaire de MT2. Il est donc possible que l’interaction identifiée soit spécifique de 
TFR2β.  
 
Validation de l’interaction MT2/TFR2 in vitro 
Il est indispensable de valider une interaction sélectionnée par criblage double hybride par 
d’autres techniques de biologie cellulaire ; nous avons choisi de le faire par co-
immunoprécipitation. Nos collaborateurs à Cochin (équipe P. Mayeux) possèdent des 
plasmides codant pour les deux formes de TFR2 humain, nous avons donc essayé de 
valider les interactions de MT2 avec TFR2α et/ou TFR2β. Nous avons confirmé que TFR2β 
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est retrouvé dans le cytosol de cellules transfectées, contrairement à TfR2α, mais d’énormes 
soucis d’efficacité de transfection nous ont ensuite empêchés d’analyser l’interaction entre 
MT2 et TFR2β.  
Il a toutefois été possible d’étudier l’interaction entre TFR2α et MT2. Des cellules HeLa ont 
été transfectées avec cette forme de TFR2, et MT2 WT-FLAG ou MT2 S762A-FLAG. Après 
48 heures d’expression, les cellules ont été récoltées et lysées, puis les lysats cellulaires 
immunoprécipités avec un anti-FLAG. 
 
Aucun signal FLAG ou TFR2 n’est détecté dans les cellules HeLa non transfectées (figure 
58, a et g), montrant la spécificité des anticorps. TFR2 exprimé seul n’est pas précipité par 
l’anticorps anti-FLAG (figure 58, d et j). Lorsque MT2, WT ou S762A, est exprimée et 
immunoprécipitée, une partie du TFR2 synthétisé par les cellules est retrouvée dans la 
fraction retenue (figure 58, e et f) : TFR2 est donc bien lié à un complexe contenant MT2. 
Aucun des anticorps anti-TfR2 dont nous disposons ne fonctionnant en immunoprécipitation, 
il ne nous a pas été possible de vérifier l’interaction réciproque. 
 
Rôle de l’interaction MT2-TFR2 sur l’activité de MT2 
L’interaction TFR2-MT2 a pu être confirmée entre nos mains. Par ailleurs, nous avions 
précédemment démontré (Résultats II- étude 1) que TFR2α est clivé par MT2 WT lorsque les 
deux sont cotransfectés dans des cellules HeLa : cela montre une association existante 
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entre les deux protéines. Nous avons cherché à mettre en évidence la fonction de 
l’interaction TFR2-MT2 dans la régulation de la synthèse de l’hepcidine. 
Le rôle de HJV dans la régulation de HAMP peut être montré par un simple test fonctionnel : 
en effet, la cotransfection d’HJV et d’un plasmide codant une luciférase sous le contrôle du 
promoteur HAMP montre une induction de l’activité de ce promoteur en présence d’HJV. La 
capacité de MT2 à inhiber cette induction permet de valider l’efficacité de cette protéase 
dans la régulation négative de HAMP via son effet sur HJV. A notre connaissance, il n’existe 
pas de test fonctionnel de ce genre pour étudier l’activité de TFR2 et son effet sur 
l’expression de l’hepcidine. Nous nous sommes néanmoins demandé si l’interaction TFR2-
MT2 pouvait réguler l’activité de la protéase, et si cette régulation pouvait être mise en 
évidence par le même genre de test. Nous avons donc cotransfecté des cellules avec TFR2, 
MT2 et un plasmide luciférase pour mesurer l’activité du promoteur HAMP en présence de 
ces deux facteurs. 
 
L’efficacité de la transfection a été mise en évidence par l’induction du promoteur HAMP 
lorsque HJV est cotransfectée (figure 59A). Cette induction est perdue lorsque MT2 WT ou 
MT2 S762A est simultanément exprimée (figure 59A), ce que nous avions déjà démontré 
dans les Résultats II, étude 1 [222]. La surexpression de TFR2α n’induit pas le promoteur 
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HAMP (figure 59A), en absence comme en présence de MT2. La même absence d’effet a 
été observée pour une surexpression de TFR2β (résultats non montrés). 
La question s’est alors posée de savoir si l’interaction TFR2-MT2 pouvait affecter l’effet de 
MT2 sur HJV. Nous avons donc tritransfecté les cellules avec HJV, pour induire le promoteur 
HAMP, MT2 WT ou S762A, pour inhiber cette induction, et TFR2α ou TFR2β, pour voir s’il 
pouvait empêcher cette inhibition (figure 59B). La coexpression d’HJV et de TFR2, α ou β, 
n’empêche pas l’induction du promoteur HAMP par HJV (figure 59B). L’induction est toujours 
perdue lorsque MT2 WT ou S762A est coexprimée, et ce même en présence de TFR2α ou 
TFR2β (figure 59B). L’interaction MT2-TFR2 ne semble donc pas affecter la régulation 
négative de MT2 sur le promoteur HAMP en test luciférase. 
Pour analyser directement l’effet de l’interaction TFR2-MT2 sur l’activité catalytique de MT2, 
nous avons mesuré l’activité sérine protéase dans le milieu de culture de cellules HeLa 
transfectées (figure 60). 
 
Comme il a été présenté figure 39C, l’activité protéolytique est détectée par clivage du boc-
QAR-amc, mesuré par dosage colorimétrique. Une activité de clivage n’est observée que 
dans le milieu de culture des cellules transfectées avec MT2 WT, et non avec MT2 S762A 
(figure 60). La coexpression de TFR2α avec MT2 WT ne modifie pas l’activité retrouvée dans 
le milieu de culture (figure 60). TFR2β n’influence pas non plus cette activité (résultats non 
montrés). 
Malgré de nombreuses autres expériences, nous n’avons pas réussi à trouver une fonction à 
cette interaction, notamment en ce qui concerne la régulation de l’expression de l’hepcidine 
par MT2. 
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Discussion 
Il est important de garder à l’esprit que MT2 est une enzyme, et qu’en tant que telle, elle est 
susceptible d’être régulée dans son activité. Le criblage double hybride permet de tester un 
grand nombre de candidats issus d’un même organe (ici, le foie), ainsi que de sélectionner 
pour l’appât le domaine de sa structure avec lequel les candidats interagissent. Nous avons 
ici choisi d’utiliser comme appât la partie intracellulaire de MT2, car Du et al. [226] ont 
montré que l’activité de MT2 était accrue lorsque cette partie de la protéine était délétée. Ce 
résultat suggérait que cette petite partie de MT2 possède un rôle important dans la 
régulation négative de l’activité de la protéase. 
Parmi les candidats issus du crible double hybride, nous nous sommes rapidement 
concentrés sur TFR2 ; en effet, TFR2 est une protéine qui, lorsqu’elle est mutée, entraîne 
une hémochromatose, indiquant ainsi son rôle important dans le métabolisme du fer. TFR2 
interagit avec HFE, l’holotransferrine et TFR1, mais il n’est pas impossible que cet ensemble 
de régulateurs influence aussi l’expression de l’hepcidine en interagissant avec MT2. 
Comme cela a déjà été mentionné, le domaine de TfR2 identifié en crible double hybride est 
supposé ne jamais être en contact avec le domaine cytosolique de MT2. L’interaction mise 
en évidence pourrait, comme nous l’avons décrite, s’expliquer par une interaction de MT2 
avec TFR2β, la forme tronquée cytosolique de TFR2. 
TFR2β a été peu étudié. Il est exprimé dans plusieurs organes, comme le foie, la rate, le 
cœur et le cerveau [131], mais aussi dans les lignées hépatomateuses. Son rôle n’a pour 
l’instant pas été clairement établi, mais il a été montré que la délétion de TFR2 ou de TFR2β 
ne cause pas le même phénotype [353] : TFR2β semble avoir un rôle principalement orienté 
vers la régulation de l’export de fer de la rate. Il est possible que cette isoforme courte de 
TfR2 ait aussi un rôle régulateur de l’activité de MT2 au niveau du foie.  
L’interaction entre MT2 et TFR2α a pu être prouvée par coimmunoprécipitation. Nous avions 
aussi précédemment montré que la coexpression de MT2 WT et de TFR2 causait l’apparition 
de nombreux fragments de clivage de TFR2 dans le milieu de culture (voir Résultats II- étude 
1), prouvant déjà une forte proximité entre les deux protéines. La mise en évidence ici d’une 
interaction entre MT2 et TfR2α, qui semble pourtant impossible en situation physiologique du 
à l’orientation des deux facteurs, pourrait ici s’expliquer par une mise en contact après la lyse 
de la membrane des cellules, lors de la préparation des échantillons. La confirmation d’une 
interaction entre MT2 et TfR2β permettrait de confirmer que cette association ne nécessite 
pas que TFR2 soit membranaire. 
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Notre étude a été fortement pénalisée par l’absence d’un test fonctionnel de l’activité de 
TFR2, et de son rôle activateur de HAMP. Nous n’avons pas réussi à développer un test 
simple qui pourrait montrer ce rôle, et mettre ainsi en évidence si l’interaction de TFR2 et 
MT2 régule, de manière positive ou négative, l’activité de la protéase et ainsi l’expression de 
l’hepcidine. Nous ne pouvons pas exclure que l’association mise en évidence dans les 
expériences d’immunoprécipitation soit artefactuelle, liée à la trop forte expression des deux 
facteurs. Il serait dans ce cas intéressant de refaire cette expérience sur des cellules 
exprimant les protéines à des taux plus physiologiques (comme des hépatocytes primaires 
isolés). 
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à la Matriptase-2, cette sérine protéase capable 
d’inhiber l’expression de l’hepcidine. L’aspect indispensable du fer à la vie est une notion 
connue depuis très longtemps, mais la découverte de l’hepcidine, il y a maintenant un peu 
plus de dix ans, a étendu de manière considérable les recherches effectuées sur ce métal. 
L’identification de MT2 comme répresseur de cette hormone est encore plus récente, 
puisque les première publications reliant MT2 au métabolisme du fer ne datent que de 2008 
[226] [211] [75] [218] [223]. 
Lors de mon arrivée au laboratoire, en 2010, le nombre de mutations identifiées dans le 
gène TMPRSS6 chez des patients IRIDA augmentait régulièrement, et plusieurs équipes 
avaient déjà proposé des mécanismes de régulation de MT2. Toutefois, une grande partie 
des travaux sur cette régulation portaient sur des résultats obtenus in vitro. Le manque de 
matériel, et particulièrement d’anticorps reconnaissant spécifiquement MT2, humaine ou 
murine, empêchait de valider certaines hypothèses, ou contraignait, comme pour l’hepcidine, 
à analyser la régulation de MT2 au niveau transcriptionnel. 
Mon projet a porté sur l’étude de MT2 sous différentes conditions (en absence de Bmp6, 
durant le développement post-natal, en cas de surexpression). Certains travaux publiés 
durant cette période nous ont incités à nous focaliser autant que possible sur des travaux in 
vivo ou ex vivo, pour travailler dans des conditions physiologiques, principalement en terme 
d’expression de la protéase. 
Ma thèse a finalement abordé trois sujets. Le premier a consisté à étudier le rôle de MT2, en 
analysant les conséquences de l’absence de cette protéase, dans le modèle murin dépourvu 
simultanément de Bmp6 et de MT2, et durant le développement post-natal : les résultats 
obtenus nous ont permis de confirmer une relation étroite entre MT2 et la voie 
Bmp/Hjv/Smad in vivo, notamment par le fait que la déficience en MT2 est directement 
responsable d’une diminution de Hjv membranaire dans le foie, à tout âge et dans tout statut 
martial. Le deuxième a mis en évidence l’activité catalytique non spécifique de MT2, aussi 
bien in vitro qu’in vivo. Ces résultats, en plus de la contradiction entre les résultats obtenus 
par Silvestri et al. [119] en lignées cellulaires avec ceux de Krijt et al. in vivo [113] [322], ont 
été primordiaux dans notre décision de travailler sur cellules primaires au lieu des lignées 
hépatomateuses habituellement utilisées. Enfin, les résultats obtenus sur hépatocytes isolés 
transfectés avec des plasmides luciférase nous ont convaincus que l’analyse de l’activité des 
promoteurs exogènes ne représente pas correctement le contexte de régulation des 
promoteurs endogènes. Suite à l’hypothèse que MT2, étant une enzyme, agit en régulant 
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ses cibles au niveau protéique, nous avons choisi de rechercher directement ses 
partenaires.  
 
Spécificité du clivage de HJV par MT2 : le grand dilemme du in vitro versus in vivo 
Bien que les lignées hépatomateuses couramment utilisées soient acceptées comme de 
bons modèles pour reproduire l’environnement hépatique, il est important de prendre en 
compte le fait que dans l’organisme total, la régulation systémique et la régulation cellulaire 
viennent s’entrecroiser, ce qui n’est pas le cas dans les lignées cellulaires. De plus, les 
acteurs du métabolisme du fer sont exprimés à des taux variables selon les lignées. 
Les modèles murins déficients en MT2 [226] [319] [75] ont clairement établi le rôle inhibiteur 
de la protéase sur l’expression de l’hepcidine. Grâce à des résultats obtenus in vitro, Silvestri 
et al. ont émis l’hypothèse que cette inhibition passait par une régulation de la quantité de 
HJV à la membrane des hépatocytes [119]. Toutefois, il a été démontré plusieurs fois qu’in 
vivo, les souris déficientes en MT2 présentent une diminution de HJV membranaire. De plus, 
nous avons montré dans les Résultats 2, article 1, que la surexpression de MT2 en lignée 
cellulaires peut induire le clivage de plus d’une protéine.  
Il semble donc que le rôle de MT2 dans la régulation de l’hepcidine soit plus complexe que le 
modèle proposant seulement HJV comme substrat. La régulation de la synthèse de cette 
hormone par MT2 passe très probablement par des voies supplémentaires. En effet, Du et 
al. ont démontré que MT2 peut aussi réprimer l’activité du promoteur HAMP induit par IL-6 
dans les cellules HepG2 ; or ces cellules n’expriment HJV qu’en très faible quantité. Une 
forte expression d’HJV n’est donc pas nécessaire pour l’effet négatif de MT2 sur le 
promoteur HAMP. De plus, les souris Tmprss6-/- Hfe-/- et Tmprss6-/- Tfr2-/- ont un 
phénotype de type IRIDA, confirmant que Hfe et Tfr2 agissent génétiquement en amont de 
MT2 : ils ne peuvent donc pas être des substrats de la protéase dans le but de réguler 
l’expression de l’hepcidine. Il est possible que le clivage de Tfr2 par MT2 montré in vitro soit 
une conséquence indirecte d’une interaction ayant seulement pour but de réguler l’activité de 
MT2, sans que Tfr2 soit le substrat direct de MT2. L’interaction de Tfr2 avec Hfe est 
dépendante de la saturation de la transferrine circulante ; il est aussi possible que 
l’interaction Tfr2-MT2 soit aussi dépendante de la charge en fer du sang, ce qui expliquerait 
l’augmentation de l’expression de la protéine observée par une carence aiguë en fer [317]. 
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Les protéases dans le métabolisme du fer 
Plusieurs protéases sont impliquées à différents niveaux dans l’axe hepcidine-ferroportine. 
L’hepcidine, synthétisée sous forme précuseur, subit deux clivages par des protéases [77] 
[76]. L’HJV membranaire peut subir un rétro-processus et être clivée par la furine pour être 
retrouvée sous forme soluble [118]. TfR1 est connu pour libérer une forme soluble qui est 
retrouvée dans la circulation [23] ; il a récemment été proposé que ce clivage est dû à la 
proprotéine convertase 7 (PCSK7) [354]. La ferroportine ayant fixé l’hepcidine est adressée 
au protéasome pour dégradation [70]. Comme de nombreux autres processus biologiques, le 
métabolisme du fer est fortement régulé par les protéases. 
Il est toutefois possible de distinguer deux catégories de protéases : dans le premier cas, les 
clivages qu’elles effectuent ont pour but d’activer un précurseur (hepcidine), ou de libérer 
une forme soluble physiologiquement active d’un acteur de la voie (HJV, TfR1). Dans le 
deuxième cas, le clivage a pour but de dégrader la cible pour inhiber son activité 
(ferroportine, HJV par MT2 d’après l’hypothèse de Silvestri). 
Or, la Matriptase a pour rôle d’activer deux cascades signalétiques [355] [356] impliquées 
dans la différentiation de l’épiderme. Elle agit en clivant les précurseurs pour les rendre 
actifs. En se basant sur ce rôle, et étant donné l’homologie entre Matriptase et MT2, il est 
possible que MT2 n’agisse pas en tant qu’agent de dégradation, mais soit au contraire 
l’activatrice d’une voie inhibant l’expression de l’hepcidine. Les clivages dégradant HJV ou 
TfR2 ne seraient donc pas pertinents, aucun rôle pour les fragments solubles obtenus 
n’ayant pu être établi. 
 
Traitements pour les pathologies du métabolisme du fer 
Il a été expliqué que plusieurs l’IRIDA ou certaines variations des paramètres sanguins 
peuvent être rattachés à une expression de MT2 anormale. Ces mutations aboutissent à un 
niveau anormalement élevé d’hepcidine synthétisée. Pour corriger la déficience en fer qui en 
résulte, il est possible de traiter les patients par injection de fer intraveineux, mais ce 
traitement n’est pas toujours suffisant. Actuellement, l’utilisation de Spiegelmer [241] a 
permis de diminuer l’expression d’hepcidine chez les souris, et les tests cliniques sont 
actuellement en cours pour établir leur efficacité à diminuer le taux d’hepcidine chez 
l’Homme. L’analyse des souris déficientes à la fois en MT2 et en Bmp6 a aussi montré que 
l’hyperhépcidinémie est corrigée par une déficience de la cytokine in vivo (voir Résultats I-
article 1). 
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A l’inverse, la régulation négative de MT2 semble aussi être une porte ouverte aux 
traitements pour la β-thalassémie. En effet, la diminution de l’expression de la protéase par 
deux moyens différents [232] [231] améliore l’anémie de souris thalassémiques : cette 
répression de MT2 mime l’absence de régulation négative de l’hepcidine, et permet donc 
d’augmenter la synthèse de l’hormone. Cette augmentation corrige en partie la surcharge 
martiale de ces souris. 
Dans les deux cas, la variation d’activité de MT2 modifie l’expression de l’hepcidine. 
Comprendre le mécanisme par lequel cette protéase réprime la synthèse de l’hormone in 
vivo est une étape cruciale pour développer des antagonistes de MT2. Cela pourrait 
permettre la mise au point de traitements activant la synthèse d’hepcidine pour traiter des 
maladies de surcharge en fer chez l’Homme, comme l’hémochromatose mais surtout la β-
thalassémie majeure. 
 
Perspectives techniques : l’étude d’une enzyme et de sa cible 
Comme il a été présenté dans l’introduction (IV- 4, Identification des protéases et de leurs 
cibles), la technique actuellement la plus utilisée pour identifier la cible d’une protéase in vivo 
consiste à détecter le substrat qui s’accumule lorsque la protéase est absente ou inactive. 
De plus, les mécanismes de régulation de la Matriptase connus, et ce qui a déjà été mis en 
évidence pour MT2, permettent d’émettre cette idée cruciale que l’activité de MT2 doit être 
analysée principalement au niveau protéique et non transcriptionnel. En effet, cette protéase 
agit de manière irréversible en clivant sa (ses) cible(s). Il est probable que ce soit bien ce 
clivage qui permette l’action inhibitrice de MT2 sur l’expression de l’hepcidine. L’hypothèse 
d’HJV comme cette cible permettait d’expliquer de manière plausible l’action de MT2, mais 
les résultats, notamment in vivo, allant à l’encontre de cette hypothèse sont de plus en plus 
nombreux. 
Au vu des travaux que j’ai effectués ces dernières années, je suis convaincue de deux points 
majeurs à prendre en compte pour étudier l’action de MT2 : l’expression de la protéase doit 
être gardée à un niveau physiologique pour éviter tout effet artefactuel lié à une 
surexpression, et il est nécessaire de regarder en priorité les protéines, et non les transcrits, 
des cibles potentielles de MT2. Pour ce faire, il faudrait se tourner vers des techniques 
pointues de protéomique, qui permettent de détecter des variations protéiques de très petite 
amplitude, et d’analyser l’expression d’un très grand nombre de protéines en même temps, 
contrairement au Western Blot. Ce sont toutefois des expériences rarement effectuées sur 
des protéines membranaires ; or, MT2 étant retrouvée à la membrane, il semble probable 
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qu’elle interagisse avec des facteurs retrouvés également à la surface de la cellule. Afin 
d’identifier les protéines dont l’expression varie selon la quantité de MT2 exprimée, il est 
donc nécessaire d’analyser le contenu protéique de la membrane plasmique des 
hépatocytes. En collaboration avec la plate-forme de protéomique de l’institut (3P5), ainsi 
qu’avec l’aide de Yael Zermati (équipe P. Mayeux), nous avons déterminé deux techniques 
qui nous semblent adaptées à cette étude. Ces techniques reposent sur la détection et 
l’identification de protéines exprimées différentiellement selon l’absence ou la présence de 
MT2 ex vivo, la deuxième permettant en plus d’identifier la séquence de clivage de la cible 
par MT2. 
 
L’électrophorèse en deux dimensions (2D-DIGE) sépare les protéines à la fois selon leur 
masse moléculaire, et selon leur point iso-électrique. Cela permet de mettre en évidence des 
changements dans la taille des protéines, et donc un éventuel clivage diminuant la masse de 
la protéine observée, mais aussi des variations dans la quantité de protéine exprimée entre 
deux conditions. La 2D-DIGE sépare avec une bonne résolution jusqu’à 400 protéines, et ne 
permet donc pas une étude exhaustive. Une quantité connue de protéines d’un échantillon 
Tmprss6+/+ est marquée avec un fluorochrome (figure 61, en rouge) et mélangé à la même 
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quantité de protéines d’un échantillon Tmprss6-/- préalablement marqué avec un deuxième 
fluorochrome (figure 61, en vert). Une fraction d’un mélange des deux échantillons est 
marqué avec un troisième fluorochrome (figure 61, en bleu), qui est utilisé comme contrôle 
interne concernant la qualité de la 2D-DIGE. Après la migration, en analysant les différentes 
fluorescences, il est possible de détecter les protéines exprimées différemment entre les 
deux échantillons (figure 61).  
La deuxième technique pour chercher la cible de MT2 est l’ITRAQ-tail (isobaric tag for 
relative and absolute quantification – tail). Elle permet d’identifier les extrémités N-terminales 
des protéines, et donc de trouver les extrémités générées par un clivage en présence d’une 
protéase (figure 62). En comparant des échantillons issus d’hépatocytes Tmprss6+/+ et 
Tmprss6-/-, il serait théoriquement possible d’identifier quelles protéines exprimées par ces 
cellules sont clivées en présence de MT2, et même d’identifier la séquence peptidique 
clivée. La technique a initialement été mise au point sur des sécrétomes [357], puis utilisée à 
nouveau avec succès sur des extraits cytosoliques par nos collaborateurs (données non 
publiées), mais n’a pas encore été testée sur des fractions protéiques membranaires.  
 
Selon l’orientation de la protéine clivée, il est nécessaire d’analyser différentes fractions 
protéiques (membranaires, cytosoliques, milieu de culture pour des hépatocytes isolés). En 
effet, MT2 possède un domaine catalytique extracellulaire, et nous faisons l’hypothèse que 
154	  
	  
sa cible sera clivée à l’extérieur de la cellule. Si l’extrémité C-terminale de cette protéine est 
extracellulaire, le clivage par MT2 ne génère pas de nouvelle extrémité N-terminale 
accrochée à la membrane, et la cible ne peut donc pas être identifiée dans les extraits 
membranaires. Le fragment contenant la nouvelle extrémité N-terminale est libéré dans le 
milieu extracellulaire (figure 63). L’analyse de différentes fractions protéiques augmente donc 
la probabilité d’identifier la ou les protéines cibles de MT2. 
 
Les échantillons sont comparés deux à deux (un issu d’hépatocytes Tmprss6+/+ avec un 
issu d’hépatocytes Tmprss6-/-). Les protéines des deux échantillons sont réduites, puis 
alkylées. Les échantillons sont ensuite marqués avec des marqueurs isotopiques différents 
(de type TMT – Tandem Mass Tag) selon le génotype. Ces marqueurs se fixent sur les 
lysine et les extrémités N-terminales : l’isotope permet, lors de l’identification des peptides 
des échantillons par spectrométrie de masse, de quantifier les peptides selon l’échantillon 
dont ils proviennent (figure 64). 
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Après le marquage, les échantillons Tmprss6+/+ et Tmprss6-/- sont regroupés et digérés à la 
trypsine, puis enrichis en fragments possédant les extrémités N-terminales natives, sur 
lesquelles se sont fixées les marqueurs TMT. Cette étape cruciale est possible grâce à des 
polymères qui fixent de manière spécifique les extrémités N-terminales non marquées des 
peptides trypsiques. Après incubation sur ces polymères, les fragments peptidiques restant 
en suspension sont ceux comprenant des extrémités N-terminales marquées par un TMT ; 
par spectrométrie de masse, ces fragments sont alors identifiés, et les quantités selon le 
génotype sont estimées grâce à la signature massique générée par chaque marqueur. 
 
Ces deux projets ne sont actuellement qu’au stade de mise au point. Ils sont néanmoins 
relativement adaptés à l’étude de l’activité d’une protéase, et peuvent être effectués à partir 
d’hépatocytes isolés ou de foie total, pour obtenir des résultats plus physiologiques qu’à 
partir de lignées hépatomateuses. Ils permettraient d’identifier la ou les cibles de MT2, et 
d’éclaircir un mécanisme de régulation négative de l’hepcidine. 
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ANNEXES 
Annexe 1 : Métabolisme du fer des souris mâles Tmprss6 Bmp6 
Annexe 1-1: Analyse phénotypique de souris mâles Tmprss6 Bmp6: Expression 
hépatique de Hamp1 rapportée à la β-Actine (A), concentration hépatique de fer non-
héminique (B), concentration en fer plasmatique (C), expression hépatique de Id1 rapportée 
à la β-actine (D). Graphes présentés en moyenne +/- écart-type, avec *p<0.05 comparé à 
Tmprss6+/+ Bmp6+/+, **p<0.05 comparé à Tmprss6+/+ Bmp6-/- et ***p<0.05 comparé à 
Tmprss6-/- Bmp6+/+.  
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Génotype RBC (1012/L) Hb (g/dL) Hct (%) MCV (fL) 
Tmprss6 +/+ Bmp6 +/+ 9,30 ± 0,40 15,05 ± 0,07 * £ 47,50 ± 0,42 £ 51,15 ± 2,62 £ 
Tmprss6 +/+ Bmp6 +/- 9,76 ± 0,51 £ 16,27 ± 0,89 £ 49,12 ± 3,29 £ 50,35 ± 1,72 £ 
Tmprss6 +/+ Bmp6 -/- 9,82 ± 0,27 £ 16,95 ± 0,51 * £ 50,92 ± 2,46 £ 51,83 ± 2,36 £ 
Tmprss6 +/- Bmp6 +/+ 9,27 ± 0,64 £  15,23 ± 0,99 $ £ 45,56 ± 3,10 $ £ 49,20 ± 2,41 $ £ 
Tmprss6 +/- Bmp6 +/-   9,53 ± 0,42 £ 15,78 ± 0,69 $ £ 47,25 ± 2,55 $ £ 49,72 ± 2,06 $ £ 
Tmprss6 +/- Bmp6 -/- 9,55 ± 0,50 £ 16,48 ± 0,74 * £ 48,82 ± 2,58 £ 51,12 ± 1,30 £ 
 Tmprss6 -/- Bmp6 +/+ 6,85 ± 1,29 $ 12,03 ± 1,44 * $ 31,38 ± 4,84 * $ 46,03 ± 1,68 * $ 
Tmprss6 -/- Bmp6 +/- 7,70 ± 1,21 $ 12,74 ± 1,28 * $ 35,31 ± 5,12 * $ 45,96 ± 1,39 * $ 
Tmprss6 -/- Bmp6 -/- 9,56 ± 0,37 £ 16,39 ± 0,79 £ 48,67 ± 3,79 £ 50,89 ± 2,58 £ 
 
Annexe 1-2: Paramètres hématologiques des souris mâles Tmprss6 Bmp6: données 
présentées en moyenne +/- écart-type, avec *p<0.05 comparé à Tmprss6+/+ Bmp6+/+, 
**p<0.05 comparé à Tmprss6+/+ Bmp6-/- et ***p<0.05 comparé à Tmprss6-/- Bmp6+/+.  
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Annexe 2 : Inactive Matriptase-2 mutants found in IRIDA patients still repress 
hepcidine in a transfection assay despite having lost their serine protease activity 
Flavia Guillem,1 Caroline Kannengiesser,1,2 Claire Oudin,2 Anne Lenoir,3–5 Pavle Matak,3–5 
Jean Donadieu,6 Bertrand Isidor,7 Francoise Méchinaud,8 Patricia Aguilar-Martinez,9 Carole 
Beaumont,1 Sophie Vaulont,3–5 Bernard Grandchamp,1,2 and Gael Nicolas3–5 
1 INSERM UMR773, Université Paris Diderot, Paris, France; 2 APHP, Hôpital Xavier Bichat, 
Département de Génétique, Paris, France; 3 Inserm, U1016, Institut Cochin, Paris, France; 4 CNRS, 
UMR 8104, Paris, France; 5 Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris, France; 6 AP-HP, 
Hôpital Armand Trousseau, Hématologie Oncologie Pédiatrique Paris, France; 7 CHU de Nantes, 
Hôpital Mère et Enfant, Génétique Médicale, Nantes, France; 8 Children’s Cancer Center, The Royal 
Children’s Hospital, Melbourne, Australia; 9 CHRU Montpellier, Hôpital St Eloi, Hématologie 
Biologique, Montpellier, France. 
 
Human Mutations 2012 Sep;33(9):1388-96. 
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Annexe 3: Induction de la transcription de l’ARNm HAMP par des cellules HepG2 
après 16 heures en culture avec BMP6 « home-made » 
Des cellules HeLa sont transfectées pendant 48 heures avec un plasmide exprimant la forme 
humaine de BMP6, en milieu OptiMEM (sans sérum ; Gibco). Après cette période 
d’expression, le milieu de culture est récolté, filtré sur 0,2 µm sous hotte, et conservé à 
-20°C. 
L’efficacité du BMP6 dans ce milieu de culture est testée en l’utilisant pour induire 
l’expression de HAMP par des cellules hépatomateuses. Les cellules HepG2 sont 
ensemencées en plaque 12 puits en milieu DMEM complémentés avec 10% de SVF. Après 
une nuit, le milieu est enlevé, les cellules sont rincées au PBS, puis les puits sont complétés 
avec de l’OptiMEM pendant 8 heures. Les cellules HepG2 sont alors induites avec le BMP6 
« home-made » à différentes concentrations pendant 16 heures. Les cellules sont ensuite 
récoltées, les ARN totaux sont extraits au TriZOL Reagent, et l’expression de HAMP est 
analysée par RT-qPCR. 
 
Valeurs présentées en moyenne +/- écart-type, avec 6 réplicats pour chaque condition. 
Concentration estimée en BMP6 du milieu conditionné récolté: 65 ng/mL. 
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RESUME 
Dans l’organisme, le fer assure le transport d’oxygène jusqu’à tous les organes, via 
l’hémoglobine des globules rouges. L’hepcidine, une hormone hépatique hyposidérémiante, 
contrôle le taux de fer sérique mis à disposition pour la synthèse de nouveaux globules 
rouges. La régulation de l’hepcidine implique un grand nombre de protéines, dont 
l’expression et l’activité répondent à la charge en fer de l’organisme. Récemment, la sérine 
protéase membranaire Matriptase-2 (MT2), synthétisée par le foie, a été identifiée comme 
actrice clé dans l’inhibition de la synthèse d’hepcidine. En effet, des mutations du gène 
Tmprss6 causent la synthèse de MT2 inactives, chez l’Homme et la souris, ce qui mène à 
une hyperhepcidinémie ; cet excès d’hormone génère une anémie de cause génétique, 
résistante à l’apport en fer (IRIDA: Iron-Refractory Iron Deficiency Anemia ; OMIM: 609862). 
Suite à des expériences in vitro, il a été proposé que MT2 inhibe l’expression de l’hepcidine 
en dégradant l’hémojuvéline (HJV), une protéine appartenant à la voie principale activant la 
synthèse de l’hormone ; le clivage d’HJV par MT2 bloquerait ainsi le signal passant par cette 
voie. Toutefois, des études in vivo ont montré que la protéine HJV exprimée par le foie 
diminue en absence de MT2. Le rôle de la protéase dans l’inhibition de l’hepcidine ne 
semble donc pas se limiter à l’interaction et au clivage de HJV par MT2. 
Afin de mieux comprendre le fonctionnement de MT2 pour réguler l’homéostasie du fer, nous 
avons donc étudié son rôle in vivo, en absence de Bmp6 (Bone Morphogenetic Protein 6), 
l’activateur principal de la voie de régulation de l’hepcidine (double knock-out Bmp6 
Tmprss6), et durant le développement embryonnaire et post-natal. L’analyse de ces modèles 
murins nous a ensuite incités à observer la conséquence d’une surexpression de MT2 in vivo 
et in vitro : l’excès d’activité catalytique dans ces conditions montre l’importance cruciale de 
réguler finement l’expression et l’activité des protéases. La synthèse de MT2 s’effectuant 
presque exclusivement au niveau des hépatocytes, nous avons finalement cherché à 
identifier les partenaires et cibles potentielles de MT2 dans ces cellules exclusivement, en 
isolant des hépatocytes primaires de souris WT pour les comparer à ceux de souris 
Tmprss6-/-, par transfection, mais également en utilisant différentes techniques de 
protéomique. 
Ces études ont permis de préciser l’importance de MT2 dans la régulation de l’hepcidine, 
mais aussi à quel point il est nécessaire de contrôler l’expression et l’activité catalytique de 
cette protéase, et que ses partenaires sont indispensables à sa fonction. 
 
 
